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and of 
structure 

g XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXXXXXCXXXXXX. whereby X. independent of one another. 

represents any naturally occumng amino acid. The invention also relates to nucleic acid sequences, which codes these 
^ \ T' sequences, to pharmaceutical preparations containing these peptides and to 

^ the use thereof as pharmaceutics, particularly for treating cancers. f f . 

§ ^^VV^v^v^vvTv^v^l™^" cysteinhaltige Peptide der Struktur XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXQXX- 

^ rvvvvvv i: u '^^^ ^"^^ XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXTXX- 

^ CXXXXXX und der Struktur XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXXXXXCXXXXXX wobei X 
Q unabhangig voneinander jede beliebige natttrlich vorkommende AminosSure darstellt, sowie Nukleinsauresequenzen. die diese 
Peptide codieren, Vektoren. die diese Sequenzen urafassen als auch pharmazeutische Zubereitungen enthaltend diese Peptide und 
^ deren Verwendung als Pharmazeutika. insbesondere zur Behandlung von Krebserkrankungen 
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Peptide mit liofiem Cysteingeiialt 



Techniscties Gebiet 
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Die vorliegende Erfindung betrifft Peptide mit hohem Cysteingehalt 
Nukleinsauresequenzen. die diese Peptide codleren. Vektoren. die diese Sequenzeri 
umfassen sowie pharmazeutische Zubereitungen enthaltend diese Peptide und deren 
Verwendung als Pharmazeutil<a. 



Stand der Technil( 



Als Pathogen wird ein IVIikroorganismus (Bakterium. Virus. Hefe, etc.) oder ein 
Qbertragbares Agens (Toxin, etc.) bezeichnet. das eine Krankheit oder eine symptomiose 
infektion eines pflanzlichen, tierischen oder menschiichen Organismus verursachen kann 
Im weiteren Sinne werden auch Insekten oder Nematoden, die infektiose Agenzien an 
Organismen Qbertragen kSnnen. als Pathogen bezeichnet. Gegen Angriffe von 
Pathogenen sind biologlsche Organismen mit einem komplexen und sehr effizienten 
Abwehrsystem ausgertistet. Die Hauptaufgabe dieses Abwehr- bzw. Immunsystems ist 
es. das Eindringen der Pathogene zu verhindem bzw. die berelts eingedrungenen 
Pathogene unschSdllch zu machen. Auch einfache Lebewesen verfOgen diesbezQglich 
Qber mehrere Abwehrstoffe und Schutzmechanlsmen. Das Immunsystem von Vertebraten 
ist ein sehr komplexes Netzwerk von zellularen und humoralen Mechanismen mit der 
zusatzlichen Fahigkeit spezifische Antikarper gegen einzelne Pathogene bilden zu kOnnen 
25 und diese dadurch unschadlich zu machen. 

Wenn die eigenen Abwehrkrafte des Organismus nicht ausreichen um das Pathogen 
unschadlich zu machen. mClssen zusatziiche Hilfsmittel eingesetzt werden. wie zB 
Antibiotika. Fungizide. anti-virale und andere Agenzien. Ein ernsthaftes Problem dieser 
30 chemischen Pathogen-BekSmpfung ist jedoch die Tatsache. dass die Pathogenstamme 
gegen die elngesetzten Mittel sehr oft eine Resistenz erwerben. Diese Anpassung kann 
mit steigender Wirkstoffdosis temporSr Qberwunden werden, aber auf lange Sicht werden 
Immer neue chemische und biologische IMittel zur Pathogenbekampfung benotigt. 

35 Peptide sind aus AminosSuren aufgebaute Verblndungen. die abh§ngig von der Zahl der 
enthaitenen Aminosaure-Einheiten als Di-, Tri-. Oiigo- oder Polypeptide bezeichnet 
werden. Bei Proteinen handelt es sich um Polypeptide mit einer molaren Masse grdder 10 
kDa. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird die Bezelchnung "Peptide" fOr 
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Polypeptide mIt einer molaren Masse Kleiner als 10 kDa venvendet. Proteine bzw Peptide 
s.nd an fast alien zelluiaren Prozessen maBgeblich betelligt. Ihre zentrale Stellung in den 
Lebensvorgangen spiegelt sich darin wider, dass die genetlsche Infomiatlon letztendlich 
in Form von Polypeptlden ausgedrOckt wird. 

Proteine werden anhand ihrer biologischen Aufgaben als Enzyme. Transport- Struktur- 
Abwehr-. KontraktlK Rezeptor-Proteine etc. bezeichnet. Bei Peptlden und bei einigen' 
meist kleineren Proteinen stehen andere biologlsche Aufgaben Im Vordergrund wie die 
Hormon-Wirkung (z.B. Insulin. Oxytocin). SignalQbertragung an Rezeptoren (zB 
Enkephaline). Steuerung der Immunabwehr (Zytokine) oder eine unspezlfische Abwehr 
(Z.B. Defensine). Viele biologlsch hochwirksame Peptide werden in der Regel erst am Ort 
des Geschehens von grofieren Vorstufenproteinen freigesetzt. Dadurch kann sich Ihre 
Wirkung optimal entfalten. 
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Trotz Ihrer hohen pharmakologischen Wirksamkeit, ihrer geringen Toxizitat und ihrer 
guten Biokompatibllltat 1st die Verwendung von Peptiden als Arzneimittel sehr begrenzt 
Ein grundsatzliches Hindernis besteht darin. dass Peptide im Organismus meistens sehr 
schnell abgebaut und dadurch unwirksam gemacht werden. Es wird seit langerem 
versucht diese schnelle Metabollsierung durch den Einbau von Hydrolyse-resistenten 
Strukturelementen wie z.B. D-AminosSuren Oder auf eine andere Art zu verhlndem Das 
Problem dabei ist. dass durch solche StrukturSndemngen die therapeutische Wirksamkeit 
sehr stark beeintrachtigt wird. 

Per oral eingenommene Proteine / Peptide werden im Magen-Darm-Trakt zersetzt und 
somit praktisch unwirksam gemacht. Dieser Verabreichungsweg ist fOr Peptid-Arznelstoffe 
also sehr problematisch. Die in der Therapie venvendeten korperldentlschen Peptide wie 
Insulin. Erythropoietin, etc. werden aus diesem Grunde Qberwiegend (> 90%) nur 
parenteral (durch Injektionen) verabreicht. Ein weiteres technisches Problem fClr die 
Anwendung von grofieren Peptiden ist deren Hersteilung im industriellen Mafistab die 
bisher nur in wenlgen Fallen zufriedenstellend gel6st werden konnte. 

Im Gegensatz zu kSrperelgenen Peptiden hat die parenterals Anwendung kdrperfremder 
Polypeptide eine grundsatzllche Schwierlgkelt zu Qbenvinden. Das Immunsystem aller 
hoheren Organlsmen blldet nSmllch gegen solche "non-self-Peptide spezifische 
Antikdrper. die versuchen. das fremde Peptid zu neutralisieren bzw. zu entfemen Diese 
Antigenitat fremder Peptide kann nur kQnstlich. z.B. mit Hllfe von Immunsuppresslva oder 
durch komplizierte Konstrukte unterdrOckt werden. wodurch aber weitere Nebenwirkungen 
verursacht werden kdnnen. Als neuestes Belspiel kann Ethanercept (antl-TNF-Rezeptor- 
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Protein) erwShnt werden. welches in der Theraple der rheumatoiden Arthritis venvendet 



wird 



Korperfremde Polypeptide werden im Organismus durch proteolytlsche Enzyme 
abgebaut. Die dadurch entstehenden kleineren Peptid-Segmente sind die eigentllchen 
AuslSser der Antigen-Reaktionen. weiche zur Antik5rper-Bildung fQhren. Polypeptide die 
gegenuber proteolytischen Enzymen stabil sInd. soilten im Prinzip auch eine deutlich 
genngere Antigenitat zeigen. Substanzen. die proteolytlsche Enzyme wlri<sam inhibieren 
konnen in der Theraple mehrerer Pathologien verwendet werden. Solche Protease^ 
Inhibitoren wurden bereits fOr die Behandlung der HIV-lnfektlon eingesetzt. 

Thionine sind kleine. stark basische Peptide pflanzlicher Herkunft. die durch einen 
ungew5hnllch hohen Cysteingehalt charakterisiert sind. Die Thionine sind meist aus 45 
bis 48 Aminosaure-Elnheiten aufgebaut (Rompp Lexikon der Chemie 9. Auflage Thieme 

15 Verlag Stuttgart 1992). Sie enthalten meist 6 oder 8 Cystein-Gruppen die 
dementsprechend drei oder vier Intramolekulare Disulfid-BrQcken {-S-S-) bilden und 
dadurch die Struktur des Peptlds zusatzllch stabilisieren. Aufgrund ihres relativ kleinen 
(ca. 5 kDa) Molekulargewlchts und Ihrer auBergewohnlich stabilen Struktur ist zu 
enfl^rten. dass Thionine mehrere. pharmakologisch spezlfische Elgenschaften aufweisen 

20 die bis jetzt jedoch nur In geringem Mafie erkannt und angewendet wurden. 

In der Fachliteratur wurden bisher nur ca. 50 einzelne Thionine beschrieben Die 
bekanntesten Thionine sind Viscotoxine aus MIstel (Viscum album), Hordothionine aus 
Gerste {Hordeum vulgaris). Purothionine aus Weizen (Triticum sativum), Avenothionlne 
aus Hafer (Avena-sativa). Pyrulariathionine aus BQffelnuss (Pyrularia-pubera) und 
Crambm aus Crambus abessinicus (D.E.A. Florack und W.J. Stiekema. Plant Mol. Biol 
26,25-37(1994)). 



Die genaue physioiogische Wirkung der pflanzlichen Thionine konnte bis jetzt nicht 
eindeutig aufgeklart werden. Es wurde bei einigen Thionin-produzierenden Pflanzen 
festgestellt. dass diese bei Infektlonen mit Bakterien oder Pilzen mit einer erhOhten 
Exprimierung ihrer Thionine reagieren. Aus diesem Grunde wurde angenommen, dass 
Thionine eIne Art Abwehrstoff-Funktlon erfQIIen kSnnten. Folglich wurde der Einbau von 
Thionin-Genen aus Hafer {Avena sativa) In andere. Thionin-freie Nutzpflanzen mit der 
Absicht vorgenommen. neue Nutzpflanzensorten (2.B. Rels oder Kartoffel) mit erhohter 
Reslstenz gegen Fungi und Bakterien zu zQchten (US 5.942.663; US 6.187.995). 
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Durch den Einbau der alpha-Thlonin-Gensequenzen aus der Gerste in das Genom der 
Tabakpflanze wurde 2.B. eine gegen Psudomonas-syringae resistente Tabak-Sorte 
e^eugt (M.J. Carmona. A. Molina. J.A. Lopez-Fando und F. Garda-Olmedo. Plant J 3 
457-462 (1993)). Die Inhibition von Phytophora infestans an Kartoffelbiatter durch 
> ThK^mne wurde ebenfalls beschrleben (A. Molina. P.A. Groy. A. Fraile. R. Sanchez-Monge 
und F. Garcia-Olmedo, Plant Science 92. 672-679 (1 993)). 

Der Einbau von Thionin produzierenden Genen offnet den Weg fQr die ZQchtung einer 
grolien Vielfalt von neuen Pfianzensorten mit deutllch erhOhter Resistenz gegen 
Schadlrnge. Dadurch konnte die Mensch und Umwelt stark belastende Venvendung von 
Pestiziden deutlich reduziert werden. Die essentielle Voraussetzung fQr diese Art der 
Venvendung ist neben der hohen Wirksamkelt der eingesetzten Thionine deren moglichst 
gennge Toxizitat fOr Tier und Mensch. Die Wirksamkelt eines bestimmten Thionlns Ist 
moistens nur gegen bestimmte Schadlinge bzw. Pathogene effizient. sodass neue 
Thionin-Strukturen fQr den Kampf gegen weitere Pathogene gefunden werden mQssen. 

Thionine werden sehr oft als allgemein toxisch fQr Tiere. Insekten. Bakterlen. Hefe- und 
S^ugetier-Zellen bezeichnet (D.E.A. Florack und W.J. Stiekema. Plant. Mol. Biol. 26 25- 
37 (1994)). Einzelne Thionine weisen jedoch eine sehr stark vonelnander abweichende 
Toxizitat auf. die sowohl von der Struktur der Thionine wie auch von dem konkret 
ven^^endeten Verabrelchungsweg abhangig ist. Viscotoxin B zum Belspiel zeigt eine 
geringe Toxizitat. obwohl seine Struktur sich nur an 4 AminosSure-PosiOonen von der 
Sequenz des deutlich toxischeren Viscotoxins A-1 unterscheldet. Die toxische WIrkung 
verschiedener Thionine wird Im Allgemeinen durch die Pemieabilislerung der 
cy^osolischen Membran fQr Alkaliionen und der dadurch verursachten Nekrose der Zellen 
erklart. Dieser Wirkmechanismus auf zelluISrer Ebene wurde In einlgen Fallen wIe z.B der 
Biidung von Membranionenkanalen durch Pyrularia Thionine detailliert untersucht 
(Hughes P et al J. Biol. Chem. (2000) 275. 823-827). In einer kOrzlich durchgefQhrten 
Studie wurde jedoch gezeigt. dass Viscotoxine fOr humane Lymphozyten toxisch sind 
Purothione aus Weizen aber keine toxische Wirkung auf die selben Lymphozyten 
ausuben (BQssing A. et al. Eur. J. Blochem. (1999) 262. 79-87). 

Beachtliche Mengen von Thionlnen beflnden sich In den meisten zur Emahrung 
venvendeten Getreidesorten. weshalb sie auch In zahlrelchen Futter- und 
Nahrungsmittein enthalten sind. Die per-orale Toxizitat dieser Thionine wurde aber meist 
als nicht signlfikant fQr Menschen und TIere gefunden. vermutlich wegen des Abbaus der 
Thionine Im Magen-Darm-Trakt und wegen der thermlschen Zersetzung Im Backofen 
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Eine unmittelbare humantherapeutlsche Anwendung ehes Thionins als Reinsubstanz 
Oder eines standardislerten Gemisches von reinen Thionlnen wurde in der Fachliteratur 
bisher nicht beschrieben. 
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Es .St bekannt. dass einige in der adjuvanten Krebstherapie seit langerer Zeit 
verwendeten Pr^parate aus Mistel (Viscum a/bam) kleinere l^^engen von Thioninen 
enthaiten die als Viscotoxine bezeichnet werden. BezQgllch der onkologischen 
Wirksamkeit d.eser Viscotoxine liegen jedoch keine gesicherten Kenntnisse vor. Mehrere 
Autoren behaupten sogar ausdrQcklich. dass die Viscotoxine fOr die krebstherapeutische 
Wirkung der IVIistel-Praparate keine Relevanz besitzen (US 5.547.674). 

Die handelsQbllchen Mistel-Praparate sind deswegen auch nicht auf ihren Viscotoxin- 
Gehalt standardislert. Ihre tatsSchliche Viscotoxin-Konzentration 1st variabel. liegt aber in 
alien Fallen unter der Grenze von 1 pg/ml. Ausgehend von der normaien Dosis von 2-4 ml 
Mistel-Extrakt Injektlonslosung erhait ein Patient also hochstens 0,004 mg Viscotoxin pro 
Tag. Mit der bei SSugetleren ermittelten Toxizitat der Viscotoxine von LD50 = 0 1-1 mg/kg 
kann bei einem envachsenen Mensch (70 kg Karpergewicht) in der Tat keine relevante 
zytotoxische Wirkung auftreten. die zur AbtOtung von Tumonzellen fiihren konnte. 

In der Fachliteratur wird die onkologische Wirksamkeit der IVlistel-PrSparate Qberwiegend 
den .m Extrakt enthaltenen Lektinen (Zucker-bindende Proteine) zugeschrleben (DE 4 
221 836). Diese Mistel-Lektine zeigen In geringen Dosiemngen (1 ng/kg) eine 
.mmunstimulierende Wirkung. die in vitro mehrfach bestatlgt wurde (EP-A-0 602 686) 
Mehrere handelsQbllche MistelprSparate werden demzufolge auf Ihren Gehalt an Mlstel- 
Lektmen standardislert. Trotzdem konnte die In vivo krebstherapeutische Wirksamkeit von 
rem .solierten Mistel-Lektinen nicht bestatigt werden. Mehrere Autoren vermuten daher 
e.nen Beitrag von Mistel-Polysachariden oder von weiteren bisher nicht Identiflzlerten 
Komponenten der Mistel-Extrakte (J.R. Ochocka und A. Piotrowski. Can. J. Plant Pathol 
24. 21-28 (2002)). 

Es wurde neuerdlngs vorgeschlagen. die bei kleineren Konzentrationen des Pyrularia 
Thionins beobachtete Immunstlmullerende Wirkung zur Tumorbekampfung einzusetzen 
(WO 02/22159). In der WO 02/22159 wird auch die Venvendung des Thionins zusammen 
mit dem stark stimulierend wirkenden IL-2 beschrieben. In diesem Zusammenhang ist 
aber zu bedenken. dass eIne starke. aber unspezifische Immunstimullerung meistens 
auch das Wachstum der Krebszellen fdrdert. erfahrungsgemaiS sogar noch deutllch 
starker als das Wachstum von nonnalen Zellen. 
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Thionine, die gegen Krebszellen deuUlch toxischer wfrt<en als gegen normale Zellen 

den™z,art we^len. Es wurde ™ngesd,lagen (WO 96/41608) em Pyrularta Thlonin an 
bes.mm,e, gegen K^bszelten spezMsch gerichtete CDS* AnWn»r zu b J„ D ese" 
5 Komplex sollte dann zur selekBven Be^r^m von Ki^bszellen ehgeseM Cen 

vI'V^' «^ "»hr als 200 

Entartungen he^orrufen. manchmal sogar mehrere unterschiedliche Typen. Trotz dleser 

grCn:r^:r~ * -"-^^ - 

ElntT'" gmndlegenden Cha^Meristlka der 

15 ZTl^T " ^'-tastes,eru^g. FDr d,e 

15 K^tebebandlung s,nd Che™the«peutlka sehr wichtlge MMel, die neben der Operation 

? r TT"^ ^""-■"'^ "^^^ (Hoden.rebs)Zl^ 

Chemo«,erap,e rtoh, gehell. werden. Gellng. es nicht die Entwlddung des Tumors zu 

s Zterr '^T"" """"^ ^^^'"^ Oe^nJ^^ nacb le 
besfimmten Phase auszubrelten (Metastese) und lebenswiohtlge o^iane bis zur 
Funkt,onsunfah,gkei. zu schSdigen. Dadurch Whren sle zum Tod der Patlemen 
an g™„ds«*her Nachlel, der nich, selekUv cy.oto.dsch ^rt^enden KrebsttierapeuBKa 
^eg, dann, dass s. auch zahlreiche gesunde Zellen Bten. Daher muss bel Ih^r 
N Z r ^"^8^"-- NebenwIrKungen ge^chne. warden, en welL™ 

UuTe d rthar"""'" ^"^^"'^ dte Tumo^iM In, 

d^e?«n. = K ? ' ^"'S^^^a^n Zyt-OIKa we«len. Dies erfo«ler. 

dtr trr ' D--. worn,, aber glelchzelHg elne Stelgerung 

30 ir zZ~"""" ~ "^^^ — ---- 

AIDS let em komplexes Krankheltssyndrom mil chronlscher BesohSdlgung der T4. 
L^phozyten und welte^r Immunzellen, das sloh m Folge einer lnfek«on ml'den H^^- 

35 ^ZZ f • * '^'"^ "^■^'"'^ immunschwsche etablier. s^ 

Phi" f ?r o ' Kampf gegen die InfekHon vedoren hat In der AIDS- 

IT! M T, '•""""^^ Segen verschledene. melst banale InfekSonen 

undstiibtlnfolgesolcherKrankhellen. 
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Bei der Suche nach Faktoren. die neben Polypeptiden an der Regulation der zelluiaren 
und humoralen Immunvorgange beteillgt sind. wurde vor kurzem die neue Klasse der 
Kohlensuboxid-Derivate entdeckt (DE 196 00 301. EP 0874 851) Diese vom 
anorganischen Kohlensuboxid C^O, abgeleiteten Naturstoffe zeigen unter anderem eine 
uberraschend spezifische Interaktion mit bestimmten immunologisch wichtigen Proteinen 
w.e Immunglobuline (Ig) oder Fc Rezeptoren. Es wurde weiterhin festgestellt dass diese 
Kohlensuboxid-Derivate fShig sind die pharmakoiogisch-toxikologische Eigenschaften der 
h,er beschriebenen Peptiden aber auch von anderen Peptiden mit hohem Cysteingehalt 
wesentlich zu beeinflussen 
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Darstellung der Erfindung 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es. Peptide bereitzustellen. die die natiirlichen 
Abwehrkrafte pflanzlicher. tierischer oder menschlicher Organismen gegen bakterielle 
fungale. virale oder andere Pathogens unterstutzen. Diese Aufgabe wird 
erfindungsgemafS durch die cysteinhaltigen Peptide gemali unabhangigem 
Patentanspruch 1. durch die Nukleins^uresequenz gemSfi unabhangigem 
Patentanspruch 14..durch die Derivate gemSB unabhangigem Patentanspruch 17. durch 
den DNA-Vektor gemSB unabhangigem Patentanspruch 18. durch die monoklonalen 
Antikarper gemaiX unabhangigem Patentanspruch 19. durch die pharmazeutische 
Zubereitung gemaft unabhangigem Patentanspruch 28. durch die Arzneimittel gemail 
unabhangigem Patentanspruch 34 und durch die Verfahren gemafi unabhangigen 
Patentansprochen 36. 38 und 40 gel5st. Weltere vorteiihafte Aspekte. Details und 
Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus den abhSngigen AnsprOchen. der 
Beschreibung und der Zeichnung. 

Der Aufbau der erfindungsgemaiien Peptide wird nachfolgend im EInbuchstabencode der 
Aminosauren dargestellt. Es bedeutet: A: Alanin. C: Cystein. D: Asparaginsaure E- 
Glutaminsaure. F: Phenylalanin. G: Glycin. H: Histidin. I: Isoleucin. K: Lysin. L: Leucin M- 
Methionin. N: Asparagin. P: Proiin. Q: Glutamin. R: Arginin. S: Serin. T: Threonin. V: Valin." 
W: Tryptophan und Y: Tyrosin. 

Die Sekundar-. TertiSr- und Quartarstruktur von Peptiden wird maligeblich durch die Art 
der Seltenketten der Aminosauren bestimmt. aus denen das jeweilige Peptid aufgebaut 
ist In diesem Zusammenhang k6nnen die natOriich vorkommenden Aminosauren in 
Gruppen eingeteilt werden. wobei die Art der Seitenkette das Klassifizierungskriterium 
darstellt. Aminosauren mit aliphatlschen Seitenketten sind Glycin. Alanin. Valin. Leucin 
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20 



25 



und Isoteucn. AmmosSuren ml. allphaUschen Seitenketten mlt Hyd«,xylgruppe slnd Serin 
und Threcnm. Aminos.uren ml. a«>ma.ischen Sei.enke«en sind Phenyllnln 
und Tn,p.ophan. Aminosauren n* basischen SeitenKeUen sind Lysln. ArgL und 

S« enketten s,nd Cyslem und Melhlonin. Ore AmlnosSu™ l^rolln beslw eine sekundl™ 
Am,n<^urppe und kann in koine der genannten Klassen einge,ei« we„.en Ite 
be^ndere Bedeu.ung fOr die Beeinflussung der d.idin,ensional^ ^rukHn"',^: 
a * e.ne Beeinflussung der biologischen Wirksannkei, kann insbesondere dut^^J 
e2l,r °-PP- an.ha,.enen An„nosaure„ 1^ D e 

^e.8,.dung ^nn dabe, bevc^g. PHosphorsaure vorgenommen werdeTE^ 

xxccxxxxxxxcxxxcx>oo<xxxxxcxxxcxc^^^^J: TT' 

Ra.zha,.er da..e,„. S.n,Uiche X kannan unabhingig voneinander gewahU Z^^Z 
bedeuten ;ede beliebige der oben genannten. naMrilch vori<o,„menden AminJutn 

Zu den natorlioh vorkommenden AminosSuren zahlen neben den aSnalaen L 
An,,„os.uren auch D-An,lnosauren sowie AminosSuredertvate JrbeCCise 
4.Hydroxyprol,n, N.N,N-Trin,e.hy„ysin, S-Methylhistidln. S^ro^y^^ 2 



Bevom.g. werden die DlsulfidbrOoken zwischen den in, foigenden gezelgten Cysteinen 
«'«9eb,lde.,sodasssichfolgendebevo,zug.eSfruk.umnergeben: ^ "^"^ 
Struktur 1: 



xxccxxxxxxxcxxxcxxxxxxQxxAxxxixcxxxxxxxcxxxxxx 

^ 12 16 — 



26 30 32 



40 
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Struktur2: 



xxccxxxxxxxcxxxcxxxxxxxxxdxxxixcxxxxTxxcxxxxxx 

3 4 12 16 _ 



26 30 32 



40 



Struktur 3; 



xxccxxxxxxxcxxxcxxxxxxxxxxixxxixcixxxxxxxcxxxxxx 

3 4 12 16 



25 



27 31 33 



41 



struktur 4: 



xxccxxxxxxxcxxxcxxxxxxxxxcxxxcxcxxxxxxxcxxxxxx 

^ * 12 16 26 30 32 40 



Besonders bevorzugte AusfOhrungsformen der vorllegenden Erflndung beziehen sich auf 
cyste.nhalt.ge Peptide der genannten allgemelnen Strukturen. wobei weitere AmlnosauiBn 
an bestimmten Positionen des Peptids festgelegt warden. Bevorzugt warden Peptide 
wobe, sich an Position 1 die AminosSure K und/oder an Position 2 die Amlnos^ure S 
und Oder an Position 5 die Aminosaure R und/oder an Position 6 die AmlnosSure N 
und Oder an Position 7 die Aminosaure T und/oder an Position 8 die AminosSure L 
und Oder an Position 10 die Aminosaure R und/oder an Position 11 die Aminosaure N 
und Oder an Position 13 die Aminosaure Y und/oder an Position 17 die Aminosaure R 
und/oder an Position 20 die Aminosaure G befindet. 

20 Femer sind folgende Peptide der struktur 1 bzw der struktur 

XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXQXXCXXXCXCXXXXXXXCXXXXXX bevorzugt wl 
s.ch an Position 15 die Aminosaure G und/oder an Position 19 die Aminosaure T und/oder 
an Position 27 die Aminosaure Q und/oder an Position 28 die Aminosaure R und/oder an 
Position 31 die Aminosaure D und/oder an Position 33 die Aminosaure I und/oder an 
Position 34 die Aminosaure H und/oder an Position 35 die Aminosaure V und/oder an 
Position 36 die Aminosaure T und/oder an Position 37 die Aminosaure T und/oder an 
Position 38 die Aminosaure T und/oder an Position 43 die Aminosaure S und/oder an 
Position 44 die Aminosaure H und/oder an Position 46 die Aminosaure S befindet 
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Femer sind folgende Peptide der Struktur 2 bzw der Struktur 
XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXTXXCXXXXXX bevorzugt worin 
s.ch an Position 15 die Aminosaure G und/oder an Position 19 die AmlnosSure T und/oder 
an Position 23 die Aminosaure Q und/oder an Position 27 die AmlnosSure Q und/oder an 
Position 28 die Aminosaure R und/oder an Position 31 die Aminosaure D und/oder an 
Pos.t,on 33 die Aminosaure I und/oder an Position 34 die Aminosaure H und/oder an 
Position 35 die Aminosaure V und/oder an Position 36 die Aminosaure T und/oder an 
Position 38 die Aminosaure T und/oder an Position 43 die Aminosaure S und/oder an 
Position 44 die Aminosaure H und/oder an Position 46 die Aminosaure S befindet 
Femer sind folgende Peptide der Struktur 3 bzw. der Struktur 

XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXXXXXCXXXXXX bevorzugt. worin 
sich die folgenden Aminosaurekombinationen befinden: 



Position r 


AS 


1 


1 Position 1 


AS 


1 


1 Position i 


AS 


1 


15 


G 


und 


19 


T 


Oder 


23 


Q 


Oder 








28 


G 


Oder 


29 


R 


Oder 








32 


D 


Oder 


34 


1 


Oder 








35 


H 


Oder 


36 


V 


Oder 








37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 








39 


T 


Oder 


44 


S 


Oder 








45 


H 


Oder 


47 








19 


r 


und 


15 


G 


Oder 


23 


Q 


Oder 








28 


G 


Oder 


29 


R 


Oder 








32 


D 


Oder 


34 


1 


Oder 








35 


H 


Oder 


36 


V 


Oder 








37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 








39 


T 


Oder 


44 


S 


Oder 








45 


H 


Oder 


47 


s 






20 


T 


und 


15 


G 


Oder 


23 


Q 


Oder 








28 


G 


Oder 


29 


R 


Oder 








32 


D 


Oder 


34 


I 


Oder 








35 


H 


Oder 


36 


V 


Oder 








37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 








39 


T 


Oder 


44 


S 


Oder 








45 


H 


Oder 


47 


S 





15 
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23 



Q 



und 



15 




Oder 


19 


T 


Oder 




G 


Oder 


29 


R 


Oder 


32 


D 


Oder 


34 


1 


Oder 


35 


H 


Oder 


36 


V 


Oder 


37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 


39 


T 


Oder 


44 


S 


Oder 


45 


H 


Oder 


47 


S 





24 



und 



15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 


28 


G 


Oder 


29 


R 


Oder 


32 


0 


Oder 


34 


1 


Oder 


35 


H 


Oder 


36 


V 


Oder 


37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 


39 


T 


Oder 


44 


S 


Oder 


45 


H 


Oder 


47 


S 





und 



15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 


23 


Q 


Oder 


29 


R 


Oder 


32 


D 


Oder 


34 


1 


Oder 


35 


H 


Oder 


36 


V 


Oder 


37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 


39 


T 


Oder 


44 


S 


Oder 


45 


H 


Oder 


47 


S 





29 


R 


und 


15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 








23 


Q 


Oder 


29 


R 


Oder 








32 


D 


Oder 


34 


1 


Oder 








35 


H 


Oder 


36 


V 


Oder 








37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 








39 


T 


Oder 


44 


S 


Oder 








45 


H 


Oder 


47 


S 




32 


0 


und 


15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 








23 


Q 


Oder 


28 


Q 


Oder 








29 


R 


Oder 


34 


I 


Oder 








35 


H 


Oder 


36 


• V 


Oder 








37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 








39 


T 


Oder 


44 


S 


Oder 








45 


H 


Oder 


47 


s 
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34 


1 


und 


15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 








23 


Q 


Oder 


28 


Q 


Oder 








29 


R 


Oder 


32 


D 


• Oder 








35 


H 


Oder 


36 


V 


Oder 








37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 








39 


T 


Oder 


44 


c 
o 


Oder 








45 


H 


Oder 


47 


c 
o 




35 


H 


und 


15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 








23 


Q 


Oder 


28 


Q 


Oder 








29 


R 


Oder 


32 


D 


Oder 








34 


1 


Oder 


36 


V 


Oder 








37 


T 


Oder 


38 


T 


ouer 








39 


T 


Oder 


44 


o 
o 


Oder 








45 


H 


Oder 


47 


Q 
w 




36 


V 


und 


15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 








23 


Q 


Oder 


28 • 


Q 


Oder 








29 


R 


Oder 


32 


D 


Oder 








34 


1 


Oder 


35 


M 

n 


Oder 








37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 








39 


T 


Oder 


44 


e 
o 


Oder 








45 


H 


Oder 


47 


Q 
O 


1 


37 


T 


und 


15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 








23 


Q 


Oder 


28 


Q 


Oder 








29 


R 


Oder 


32 


D 


Oder 








34 


1 


Oder 


35 


LJ 

n 


Oder 








36 


V 


Oder 




T 
1 


Oder 








39 


T 


Oder 


44 


Q 
O 


Oder 








45 


H 


Oder 


47 


O 

o 




38 


T 


und 


15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 








23 


Q 


Oder 


28 


Q 


Oder 








29 


R 


Oder 


32 


D 


Oder 








34 


1 


Oder 


35 


H 


Oder 








36 


V 


Oder 


37 


T 


Oder 








39 


T 


Oder 


44 


S 


Oder 








45 


H 


Oder 


47 


S 
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39 


T 


und 


16 


G 


out;! 


•1Q 


T 


Oder 








23 


Q 


Oder 


28 


O 

V.K 


Oder 








29 


R 


Oder 


32 


D 


Oder 








34 


1 
1 


Oder 


35 


H 


Oder 








oo 


V 


Oder 


37 


T 


Oder 








oo 


1 


Oder 


44 


S 


Oder 










n 


Oder 


47 


S 




44 


S 


und 


15 


G 




o 
ly 


T 


Oder 










Q 


Oder 


28 


Q 


Oder 








29 


R 


Oder 


32 


D 


Oder 








34 


1 


Oder 


35 


H 


Oder 








36 


V 


Oder 


37 


T 


Oder 








38 


T 


Oder 


39 


T 


Oder 








45 


H 


Oder 


47 


<5 






45 


H 


und 


15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 








23 


Q 


Oder 


28 


Q 


Oder 








29 


R 


Oder 


32 


D 


Oder 








34 


1 


Oder 


35 


H 


Oder 








36 


V 


Oder 


37 


T 


Oder 








38 


T 


Oder 


39 


T 


Oder 








44 


S 


Oder 


47 








47 


S 


und 


15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 








23 


Q 


Oder 


28 


Q 


Oder 








29 


R 


Oder 


32 


D 


Oder 








34 


1 


Oder 


35 


H 


Oder 








36 


V 


Oder 


37 


T 


Oder 








38 


T 


Oder 


39 


T 


Oder 








44 


S 


Oder 


45 


H 





Femer sind folgende Peptide der Struktur 4 bzw. der Struktur 

XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXXXXCXXXXXX bevorzugt. worin 
sich die folgenden AminosSurekombinationen beflnden: 
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43 S und 



1 o 


r> 
\P 


Oder 


19 


T 


Oder 


27 


Q 


Oder 


28 


R 


Oder 


31 


D 


Oder 


33 


I 


Oder 


34 


H 


Oder 


35 


V 


Oder 


36 


T 


Oder 


37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 


44 


H 


Oder 



46 S 



44 H und 



15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 


27 


Q 


Oder 


28 


R 


Oder 


31 


D 


Oder 


33 


1 


Oder 


34 


H 


Oder 


35 


V 


Oder 


36 


T 


Oder 


37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 


43 


S 


Oder 



46 S 



46 S und 



15 


G 


Oder 


19 


T 


Oder 


27 


Q 


Oder 


28 


R 


Oder 


31 


D 


Oder 


33 


1 


Oder 


34 


H 


Oder 


35 


V 


Oder 


36 


T 


Oder 


37 


T 


Oder 


38 


T 


Oder 


43 


S 


Oder 



44 H 



Die AbkOrzung AS steht fQr Aminosaure. 



Ganz besonders bevorzugt werden cysteinhaltige Peptide der Strul<tur 
KSCCRNTLGRNCYNGCRFTGGSQPTCGRLCDCIHVTTTTCPSSHPS (Hellethionin-A) 
KSCCRNTLGRNCYNACRFTGGSQPTCGRLCDCIHVTTTTCPSSHPS (Hellethionin-BI)' 
KSCCRNTLARNCYNACRFTGGSQPTCGRLCDCIHVTTTTCPSSHPS (Hellethlonin-B2)' 
KSCCRNTLGRNCYNACRLPGTPQPTCATLCDCIHVTTPTCPSSHPR (Hellethionin-B3) 
KSCCRNTLARNCYNACRFTGTSQPYCARLCDCIHVTTPTCPSSHPR (Hellethionin-B4)' 
KSCCRNTLARNCYNACRFTGGSQPTCATLCDCIHVTTPTCPSSHPR (Heliethionin-B5) 
KSCCRNTLARNCYNVCRFGGGSQAYCARFCDCIHVTTSTCPSSHPS (Hellethlonin-B6) 
KSCCRNTLGRNCYNACRLTGTSQATCATLCDCIHVTATTCRPPYPS (Hellethionin-C) 
KSCCRNTLARNCYNACRFTGGSQPTCGILCDCIHVTTTTCPSSHPS (Hellethlonln-D)' 
KSCCRNTLGRNCYAACRLTGLFSQEQCARLCDCITVTTPTPCPRTHPS (Hellethlonln-EI) 

und KSCCRNTLGRNCYAACRLTGTFSQEQCARLCDCITVTTPTPCPRTHPS 
(Hellethlonin-E2). 
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Femer sind Insbesondere noch Derivate der vorgenannten Hellethionine. d.h Derivate 
von Heilethionin-A. Hellethlonln-BI . Hellethlonln-B2. Hellethionin-BS. HeIlethionln-B4 
Hellethlonln-B5. Hellethfonin-BS. Hellethionin-C. Hellethlonln-D und Hellethionin-EI 
bevorzugt. worin die folgenden AminosSuren (ursprOngliche AS) durch die 
nebenstehenden AminosSuren (Austausch-AS) ersetzt worden slnd: 



ursprOnaliche AS 


Austausch-AS 


Ala 


Ser 


Arg 


Lys 


Asn 


Gin Oder His 


Asp 


Glu 


Cys 


Ser 


Gin 


Asn 


Glu 


Asp 


Gly 


Pro 


His 


Asn Oder Gin 


lie 


Leu Oder Val 


Leu 


lie Oder Val 


Lys 


Arg Oder Gin Oder Glu 


Met 


Leu Oder lie 


Phe 


Met Oder Leu oder Tyr 


Ser 


Thr 


Thr 


Ser 


Trp 


Tyr 


Tyr 


Trp Oder Phe 


Val 


He Oder Leu 



Femer ist auch die Verwendung von Peptidomimetika mSglich. Hierbel handelt es sich 
urn chemische Substanzen. welche eines der vorgenannten Peptide Imltlert. 

Von der vorliegenden Erfindung umfasst sind auch Ester-Derivate. Amid-Derivate. Salz- 
Derlvate. cycllsche Derivate und Derivate mit einem modiflzierten RQckgrat der genannten 
Peptide. 



Aminosauren mit Carboxylatgruppen kdnnen belspielsweise in ein Salz uberfQhrt warden. 
Oder In einen Ester, bevorzugt einen C,-C,e-Ester oder eIn Amid, optional mit einem oder 
2wei Alkylresten. bevorzugt mit Ci-C«-Alkylresten. Hydroxylgruppen. belspielsweise des 
Tyrosins oder Serins kOnnen In einen Ester oder Ether QberfQhrt werden. Femer ist auch 
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die Bildung von Acetalen. Ketalen Oder Carbonaten moglich. Derartige Reste bestehen 
bevorzugt aus 1 bis 16 Kohlenstoffatomen. Ferner kennen auch alia anderen bekannten 
OH-Schutzgruppen eingesetzt werden. Die bel den Schutzgruppen venvendeten 
Alkylrest kSnnen weitere Substituenten tragen. beispielsweise Haiogene. Aminogruppen 
5 Hydroxygruppen. Carbonylgruppen. Thiolgruppen. Arylgruppen. Akiyiverzeigungen.' 
Carboxylgruppen. Nitrogruppen. Amidgruppen und/oder Estergruppen. 

Ganz besonders bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden die 
cysteinhaltigen Peptidverbindungen Hellethionin-A. HelIethionin-B1. Hel!ethionln-B2 
10 Hellethionin-B3. Heliethionin-B4. Heilethionin-B5. Hellethionin-B6. Hellethionin-c' 
Helleth.onin-D. Hellethionin-EI und Hellethlonin.E2 sowie Derivate dieser cysteinhaltigen 
Peptidverbindungen mit Aminosaure-Variationen an bis zu 15 Posltionen der 
cysteinhaltigen Peptidverbindung bzw. an bis zu 15 Positionen der Derivate dieser 
cysteinhaltigen Peptidverbindungen. wobei die Aminosaure Cystein bezQglich Position 
und Art keiner Variation unterworfen 1st. Insbesondere bevorzugt 1st es. wenn die 
Ammosaure-Varlatlonen an bis zu 13 Positionen. an bis zu 11 Positionen. an bis zu 9 
Posibonen. an bis zu 7 Positionen. an bis zu 5 Positionen. an bis zu 4 Positionen an bis 
zu 3 Positionen. an bis zu 2 Positionen bzw. nur an einer Position der Peptidverbindungen 
bzw. der Derivate der Peptidverbindungen auftreten. 

Insbesondere bevoiTcugt 1st es. wenn die cysteinhaltigen Peptidverbindungen Hellethionin- 
A. Hellethionln-BI. Hellethlonin-B2. Hellethlonin-B3. Hellethionin-B4. Hellethionin-B5 
Hellethionin.B6. Hellethionln-C. Hellethlonln-D. Hellethionin-EI und Hellethionin-E2 sowie 
Derivate dieser cysteinhaltigen Peptidverbindungen eine der oben genannten Anzahlen 
an Aminosaure-Variationen aufwelsen und sich gleichzeltig an Position 1 die Aminosaure 
K und/oder an Position 2 die Aminosaure S und/oder an Position 5 die AmlnosSure R 
und/oder an Position 6 die Aminosaure N und/oder an Position 7 die AminosSure T 
und/oder an Position 8 die Aminosaure L und/oder an Position 10 die AmlnosSure R 
und/oder an Position 11 die Aminosaure N und/oder an Position 13 die Aminosaure Y 
und/oder an Position 17 die AminosSure R und/oder an Position 20 die Aminosaure G 
befindet. 



Besonders bevorzugte AusfQhrungsfomien der vorliegenden Erfindung beziehen sich auf 
cysteinhalto'ge Peptide der genannten allgemeinen Strukturen. wobei sich an besHmmten 
Positionen des Peptlds Aminosauren befinden. die aus einer bestimmten der oben 
definierten Gruppen von Aminosauren ausgewahit sind. Bevorzugt werden Peptide, wobei 
sich an Position 1 eine Aminosaure mIt basischer Seitenkette und/oder an Position 2 eine 
Aminosaure mit allphatlscher Seitenkette mIt Hydroxytgruppe und/oder an Position 5 eine 
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Aminosaure mIt basischer Seltenkette und/oder an Position 6 eine Aminosaure mit 
Anrildseitenkette und/oder an Position 7 eIne AminosSure mIt aliphatlscher Seitenkette mit 
Hydroxylgruppe und/oder an Position 8 eine Aminosaure mit allphatischer Seltenkette 
und/oder an Position 10 eine Aminosaure mit basischer Seltenkette und/oder an Position 
' 11 erne AminosSure mit Amidseltenkette und/oder an Position 13 eine AmlnosSure mit 
aromatischer Seltenkette und/oder an Position 17 eine AminosSure mit baslscher- 
Se,tenkette und/oder an Position 20 eine AminosSure mit allphatischer Seltenkette 
befindet. 

Die vorliegende Erfindung umfasst selbstverstandlich auch Peptide der genannten 
allgemeinen Strukturen. die an einem Oder beiden ihrer Enden funktionale Modiflkationen 
tragen. Insbesondere sind auch langerkettige Peptide umfasst. also Peptide, deren 
Ammosaure-Kette Ober die genannten allgemeinen Strukturen hinausreicht Die 
emndungsgemaften Peptide stellen in diesen Fallen also nur einen Abschnitt eines 
gr5Beren Peptids dar. Die Funktlonalitat der erflndungsgemaUen Peptide, also deren 
Wirkung. darf durch diese funktlonalen Modiflkationen nicht signiflkant beelntrachtlgt 
werden. ^ 

Von den erfindungsgemafSen Strukturen 1 - 4 sowie den erfindungsgemalien Formein 
XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXQXXCXXXCXCXXXXXXXCXXXX>0< 
XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXTXXCXXXXXX ' und 
XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXXXXXCXXXXXX sInd auch 
Pept.de umfasst. weiche vor dem X an Position 1 und/oder dem X an Position 46 bzw 47 
beliebige Endgruppen tragen oder noch eInen weltere Ollgopeptldkette mit bis zu'so 
Aminosauren. bevorzugt mit bis zu 30 Aminosauren. welter bevorzugt mit bis zu 15 
Aminosduren und insbesondere bevorzugt mit bis zu 7 AminosSuren aufwelsen. 

Daneben bezieht sich die vorliegende Erfindung auf die Nuklelnsauresequenzen die die 
genannten cysteinhaltigen Peptide codieren. und ebenso auf die entsprechenden RNA- 
Sequenzen und die entsprechenden DNA-Sequenzen sowie die entsprechende Anti- 
Sense DMA und die entsprechende Anti-Sense RNA. Von der vorliegenden Erfindung 
werden auch DNA-Vektoren und DNA-Konstrukte umfasst. die eine einem 
erflndungsgemaiien Peptid entsprechende cDNA oder DNA sowie eInen passenden 
Promoter und gegebenenfalls eInen passenden Verstarker (enhancer) enthalten. 

Daneben sind auch monoklonale Antikflrper umfasst. die gegen ein Epitop der genannten 
cysteinhaltigen Peptide gerlchtet sInd. 
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Die erfindungsgemalien Peptide mit hohem Cysteingehalt sind aus 46 bzw 48 
Aminosauren aufgebaut. Die Zahlung der Positioner, erfoigt ausgehend vom freien NH^ 
EndederAminosSure-Kette. 

Von den oben genannten Hellethloninen wurden die mit Hellethionin-A (HT-A) 
Hellethionin-C (HT-C) und die mit Hellethionin-D (HT-D) bezelchneten Peptide durch die 
nachfoigend beschriebenen iVIethoden elnzeln isoliert. Im Faiie von Helletiiionin-B und 
Heliethionin-E iiegt ein Gemisch meiirerer Isoformen vor. wobei die AminosSuresequenz 
von sechs Isoformen (HT-BI. HT.B2. HT-B3. HT-B4. HT-B5. HT-BS) bzw. von zwel 
Isofomien (HT-E1 und HT.E2) aufgekiart wurde. Die erfindungsgemaRen Peptide konnen 
als Reinsubstanzen. als Gemisch von Isoformen oder ais Gemisch von Isoformen 
zusammen mit einem oder mehreren anderen Hellethioninen. bevorzugt als Gemisch von 
mehreren Hellethioninen verwendet werden. 

Die Aminosauresequenz der isolierten oder synthetisch hergestellten erfindungsgemSBen 
Peptide wurde durch sukzessiven Abbau der Peptidkette nach der Edman IVlethode und 
nachfolgender HPLC-ldentifizlerung der PTH (Phenylthlohydanthoin)-Derivate bestimmt 
D,e bei dieser IVlethode Qbliche enzymatische Fragmentierung der Peptide konnte wegen 
.hrer erhohten enzymatlschen Stabilitat nicht unmittelbar durchgefOhrt werden. Aus 
diesem Grunde war zuerst eine mit Hilfe von Vinylpyridin durchgefOhrte Reduktion bzw 
Offnung der Disulfid-BrOcken erforderlich. 

Eine weitere Bestatigung der AminosSure-Zusammensetzung der erfindungsgemaUen 
Pept.de erfolgte durch die Bestimmung ihrer molaren Masse. Zu diesem Zweck wurde die 
Massenspektrometrie mit ESI (electro-spray-ionization) und die MALDI (matrix-assisted- 
laser-desorption-ionization) Technik angewendet. 

Die durch NMR-Spektroskopie bestimmte dreidimensionale Struktur des Peptids HT-D ist 
.n der Figur 1 dargestellt. Die Gesamtstruktur ahnelt der Gestalt eines grolSen 
gnechischem Gamma (Q. Der lange Arm in dieser Stmktur-Analogle wird durch die zwei 
entgegengesetzt laufenden Helices gebildet. wohingegen der kurze Am, aus dem kurzen 
Beta-Faltblatt besteht. Die beiden Helices sind durch eine Schleife zwischen den 
Aminosauren in den Positionen 17 und 24 verbunden. 

Ein besonderer Beitrag zur Stabilitat der erfindungsgemaiien Peptide wird durch die 
insgesamt vier Disulfid-BrOcken zwischen den Cystein-Einheiten in den Positionen 3 - 40 
(bzw. 42). 4 - 32. 12 - 30 (bzw. 31) und 16 - 26 (bzw. 27) gewShrleistet. Die dadurch 
erreichte auBergew6hnliche Stabilltat gegenOber proteolytlschen und anderen Enzymen 
1st eine spezifische Eigenschaft mit wlchtiger Bedeutung fOr die Anwendung der hier 
beschriebenen Peptide. 
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Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugten Peptide sind durch eine 
eretaunlich hohe Konstanz Ihrer Aminosaure-Sequenzen gekennzeichnet. Diese Konstanz 
betnfft bis zu 36 Positionen. also ungefShr % der Gesamtkette. Die Variationen in der 
Zusammensetzung der Poiypeptidkette ist meist auf 15 Oder noch weniger Stellen 
5 begrenzt. 



20 



Insbesondere konstant ist die Lage der Cystein-Reste. die sich in den erfindungsgemSlien 
Peptiden an den Positionen 3. 4. 12. 16. 26 bzw. 27. 30 bzw. 31. 32 und 40 bzw 42 
befinden. In den mit HT-E1 und HT-E2 bezeichneten Sequenzen sInd die letzten drel 
Cystem-Einheiten um je eine (27 statt 26) (31 statt 30) bzw. um zwei Positionen (42 statt 
40) verschoben. Die Cystein-Einheiten werden paan^/else durch Disulfid-BrQcken 
verbunden. Aus den zahlreichen moglichen Kombinationen von Cystein-Einheiten werden 
in den erfindungsgemSlien Peptiden die VerknQpfungen 3 40 (bzw 42) 4 32 12 -> 
30 (bzw. 31) und 16 ^ 26 (bzw. 27) bevorzugt ausgebildet. wodurch eine besiimmte 
Sekundarstruktur der erfindungsgemaRen Peptide definiert wird. 

Die VenA/endung der erfindungsgemaiien Peptide bringt im Vergleich zu den bisher 
bekannten Thioninen mit 3 Disulfid-BrQcken mehrere Vorteiie. Erstens haben die 
erflndungsgemaiien Peptide durch das Vorhandensein der zusatzlichen Cystein-BrOcke 
e,ne bessere Stabllitat gegenOber proteolytischen Enzymen und zeigen dementsprechend 
eine geringere Immunogenitat als z.B. die berelts envShnten Viscotoxine. Ein weiterer 
Vorte.l der erfindungsgemaBen Peptide llegt in Ihrer erstaunlich guten WasserlSslichkeit 
und der dadurch erzielten besseren BioverfQgbarkeit. Dieser Vorteil wird besonders Im 
Vergleich zu bisher bekannten Thioninen mit 4 Disulfid-BrOcken deutllch. Die frOher 
25 beschriebenen Thionln-Peptide mit 4 Disulfld-BrOcken wie z.B. Purothionine 
Avenothionine oder Hordothionine sind stark basisch und sehr lipophil und deswegen nur 
genng wasseriSsIich. Sie werden von dem entsprechenden Getrelde-Samen mit Hllfe 
apolarer Losungsmittel wie Petroiather extrahiert. Deshalb konnen wSssrlge LSsungen 
dieser Peptide nur schwierig hergestellt bzw. venwendet werden. 

Isolierung und Herstellung der erfindungsgemSlien Peptide 

Von der vorliegenden Erfindung werden auch Verfahren zur Gewinnung der 
erfindungsgemaiSen cystelnhaltigen Peptide umfasst. EIn solches erflndungsgemalies 
Verfahren stellt die Extraktion aus der Pflanze Helleborus species dar. Besonders 
bevorzugt wird In diesem Fall eine als erster Verfahrensschritt durchgefOhrte Entfettuhg 
des Pflanzenmaterlals unter Venvendung von nicht-polaren LSsungsmitteIn Oder 
Gemischen nicht-polarer Lfisungsmlttel. Insbesondere unter Venvendung von tert- 
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Butylmethylether. Die Isolierung von erfindungsgemafien Peptide mit hohem 
Cysteingehalt Oder von Gemischen der erfindungsgemaBen Peptide erfolgt aus Pflanzen 
der Famine Ranunculaceae (HahnenfulSgewSchse) und bevonzugt aus Pflanzen der 
Gattung Helleborus (Christrose). Zur Isolierung wird an Luft getrocknetes 
Pflanzenmaterial. bevorzugt die untenYdlsche Telle der Pflanze (Wurzel und Wunzelstock) 
ven«/endet. Bevorzugt wird zunachst eine Entfettung des Pflanzenmaterlals mit einem 
nicht polaren Losungsmlttel. bevorzugt TBM (tert-Butylmethylether). durchgefOhrt. Die 
entfetteten und an Luft getrockneten Wurzein werden anschlieliend mit organischem 
Aikohoi / SSure-Gemischen. bevorzugt IVIethanol / AmeisensSure. oder mit Wasser 
enthaitenden Lasungsmittelgemischen. bevorzugt Wasser / Ethanol, bzw. mit verdQnnten 
Sauren, bevorzugt Essigsaure 0.1-12 %, extrahlert. 



Die flltrierte Extraktlonslosung wird im Vakuum bis auf 1/10 des ursprungllclnen Volumens 
eingeengt und danach mit einem Adsorptionsmaterial. bevorzugt Aktivkohle. behandelt. 
15 Das Filtrat wird im Vakuum eingeengt und der TrockenrUckstand in einer minimalen 
Menge Wasser gelftst. Durch Zugabe von verdOnnter Salzsaure wird der pH-Wert der 
wassrigen Losung Im sauren Berelch. bevorzugt pH 0.1 - 3.0 eingestellt. Die wassrige 
Lesung wird mit einem mehrfachen. bevorzugt zehnfachen Voiumen eines gekOhlten 
organischen Lfisungsmittels oder Losungsmlttelgemlsches. bevorzugt Ethanol / Aceton 
1:3 vereinigt. Der sich blldende hell-gelbe NIederschlag wird filtrlert. Im Vakuum 
getrocknet und fOr das weitere Reinlgungsverfahren venwendet. 

Ein alternatives Verfahren zur Gewlnnung der erfindungsgemaiSen Peptide erfolgt durch 
deren selektive Anbindung an lonenaustauscherharze. bevorzugt an schwach saure 
lonenaustauscher. Die am Harz gebundenen Peptide werden mit Hllfe eIner Behandlung 
mit von stark ionischen L5sungen, bevorzugt HCI oder NaCI frelgesetzt. 



Die Isolierung der erfindungsgemaiien Peptide kann auch durch selektive Anbindung an 
spezieile Festphasen. bevorzugt an Festphasen. die durch Antigen-AntikSrper oder 
30 ahnlich hochspezifische Wechselwirkungen eIne besonders selektive Isolierung 
ermdglichen. 



EIne weitere Methode zur Gewlnnung der erfindungsgemalien Peptide erfolgt durch die 
Auflrennung Ihrer natlven Gemische mit Hllfe der HochdruckflQssigkeitschromatographie 
(HPLC) Im prSparatlven MaBstab. Als FlleBmlttel werden Acetonitril / Wasser-Gemische 
mit llnearem Gradlenten venvendet. Durch Zugabe einer starken S§ure. bevorzugt 
Trifluoresslgsaure, wird ein pH-Wert zwischen 1 und 1.5 eingestellt. 
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Daneben bezleht sich die vortlegende Erflndung auch auf Verfahren zur synlhe.ischen 
Gew,nnu„g der erflndu wmiSen cs.eU,ha«gen PepUde und funklionaLr Derivlte 
d^ser PepMe durch PepBd^ynthese. Die synthaBscha Harstallung der 
erflndungsgemaBen Pep«da erfolg, du^h sUtfanwersa Ve*nOpfu„g der einzelnan 

TZ T: TT ^"^ automatisehe PepMsynthesevarfahren 

angewandet woba, Fastphaserwarfahren urxi FlOselgphasenvertahren bevorzug. warden 
D,e Methodan s,„d in M. Bodanszky. Principles of PepBde Synthesis (B.M.Tros. Edit) 
Spnnger Veriag 1 994, ausfohrtioh besclirieban. 

Die voriiegenda Erflndung umfass. auSerdem die Gawinnung dar arfindungsgemaiSen 
oys.a,nhal.,gen Papdde durch gentachnologlsohe Mathodan. Bevczug. L die 

PrirtlT'^?"'""""' arflndungsgemaaen 
pXLl ? K <3e^eidasor.en mi. hoi,an, 

Proteinertrag. E»,e besonders bevorzugla AusfOi,ningstorm ist in dlasem 2usammani,ang 

Gan!l?p^'' Th"";"-eene aines Thionin-p^duderenden GaWdas durch die Thionln. 
Gene der Pflanze Helleborus species. 

Z "nCr" "^"^""S^^"'^'^" P«PWe rst auch durct, transgane Exprlmiarung 
g1 ^fr""^ '"'""^ DNA Segmante (als cDNA i<lona, als 

Ganon^^JNA Klone Oder durci, Ollgonuideoadsynthese hargestaiite DNA Segmente) 
konnan m alnem blologisd^n System exprimiert ™rden. Bavo^ugte biologischa 

t^Z , , ^r"^"^ ^"^'^'^ Cystain-haltlgen Peptide sind Kuituran 
bejt,mmtar le,ct,t zugSngiicher IVIikroorganisman wia Esohanchia^,,, Psaudomonas Oder 

zur Herstellung dar arfindungsgamaHen PeptUe iiefam auch Zeilkuituren von Pflanzan in 
wolcha d,e die arfindungsgemauen Peptide dakodlerenden Gensequenzen elngebaut 

I^„'„r H™"" va^endetan Pflanzenzallen «erten 

bekannta Mathodan ve™,endet. Bevorzugt werden Ti-Plasmida von Ag,obacterlum 

ZtTh ."'^ Pflanzanzelia 

H^"""" "'""''^^ '"^ erflndungsgamasen 

PeptKle kod.erenden Gensequenzen Im Ganom slabll elngebaut bleiben. 

For den EinsaU dar erflndungsgemaBan PepUde auf dam pharmazeutlschen Geblet 
kdnnen spaz^lle chamlscha ModifikaUonen dar Peptide vorgenommen werden. durch die 
T »°™rf'>S'«'*e« «rel=ht wird. Die Erfindung batrifft dahar auch die 

ohem«che ModiflkaUon der erfhdungsgemaiSen Peptide durch ihre Transformation in eine 
irakrocydische Veri,indung, bevorzugt dutch die SchiieUung einer zusatzlichen Bindung 
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^schen den z«ei Aminosiuren am Anfang und am Ende der Peptid-Kette Oder in der 
NShe der be,den Enden. Das so hergestellte ,r«krocyc(lsche Peptid wels. vortellhafte 
T"^'T ^"^"^^^ elr,e erhehte S,abn,« gegenObl' 

. werten ubl,che Reagenzien wie Carbodilmide. insbesonde,. I-Ethyw'a- 
dimethylaniinoprDpyl)-carbodlimld(EDAC)verafendet 

im Rahmen der vorllegenden Erfindung kiSnnen die Hellett,lonlr,e auoh du«:h gezlelten 
2T,T\'^^' Aminosaure-BnheKen durch eine natOrtlche Oder 

synlhetische Ammosiure. bevor2ugt durch eIne aromalisohe Aminosaure wle Tyrosin 
modtoer, warden. Eine seiche Anderung der Aminosaureseguenz kann dur* gLite 
Mutatenen des e,ne DNA-Se,uenz der erflndungsge^aen PepUde exprimierenden Gen- 

"'^ ^f"' P™^"-* incorporation) 

Mett,ode(C.M,nksetal. in Tetrahedron, S6(20OO) 9431-9442) angewandl 

Z^T^J"", Umwandlung einer Oder mehrerer 

Am,nosaure-Bauste,ne der Heilethlonlne hergestell. werden kann, ist ebenfalls Bestandtell 
da vort,egenden Erflndung. EIne soiohe DaHvatlslerung fOhr, zu einer gezielten Anderung 
der therapeutisohen Eigenschaften der PepMe. Bevorzug. wird die Umwandlung der 
Hydro^Gruppen enthaltenden Aminosau«n „le Threonln Oder Tyrosin in Ester-Denvate 

fmiL """"T"- "'^"^'""9 COOH-Gmppen enthaltenden 

Amnosauren ,n Ester-Dertvate Oder Amid-Derlvate Ist ebenfalls Bestandtell der 
vodiegenden Eriindung. Die Alkylierung, bevorzugt Methylierung, der frelen Amino- 
Gruppen Oder anderer funklloneller Gruppen fOhrt zu einer verbesserten BloferfOgbarkeit 
und rst eben/alls Bestandtell der vorllegenden Erfindung. 

Verwendung der Peptide 

Die erfindungsgemaKen cysteinhaltigen Peptkla, Gemlsche dieser oysteinhaltlgen Peptide 
und ft,nk onella Derivate dieser Peptide k6nnen bel der Behandlung von Krankhelten 
venvende werden. insbesondere bei der Behandlung von durch Pathogenen 
verursachten Krankhelten. ■iu»«ien 

^^''T J"!.' ^""^^"^'^ cysteinhaltigen Peptide, Gemlsche dieser 
oyst«nha»,gen Peptde und funktlonelle Derlvate dieser Peptide bei der Behandlung von 
durch Baktenen, Fungi Oder Wen venirsachten Krankhelten venvendet werden 
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Die erfindungsgemaiSen cystelnhaltigen Peptide. Gemische dieser cysteinlialtigen Peptide 
und funktionelle Derivate dieser Peptide kSnnen insbesondere bel der Behandlung von 
Kranl<lieiten bel Mensch und Tier, insbesondere bei grSBeren TIeren. bevorzugt Pferden 
verwendet werden. 

5 

Besondere Vorteile bringt es mit sich. die erfindungsgemafien cystelnhaltigen Peptide. 
Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide bel der 
Behandlung von Krankhelten. die durch fehlerhafte Bloregulatlon des Immunsystems 
verursacht sind oder von einer fehlerhaften Bloregulatlon des Immunsystems begleltet 
10 werden, zu verwenden. 



Aufierdem konnen die erfindungsgemalien cysteinhaltigen Peptide. Gemische dieser 
cysteinhaltigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide bei der Behandlung von 
Autoimmunkrankheiten. bei der Behandlung von Krebserkrankungen und bei der 
1 5 Behandlung von AIDS besonders erfolgrelch venwendet werden. 

Die vorllegende Erflndung umfasst auBerdem pharmazeutische Zubereitungen. die ein 
Oder mehrere erflndungsgemSfie cysteinhaltige Peptide und/oder funktionelle Derivate 
dieser Peptide beinhalten. Besonders bevorzugt werden pharmazeutische Zubereitungen. 
20 die zusatzlich wenigstens eIn Kohlensuboxid-Derlvat umfassen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden unter dem Begriff "Kohlensuboxld- 
Derivate" vom anorganlschen Kohlensuboxld C3O2 abgeleltete Naturetoffe verstanden wie 
sie in der DE 196 00 301. EP 0 874 851 B1 bzw. Kerek et ai.. Biochlm. Blophys. Acta 

25 1567. 213-220 (2002) beschrieben sind. Die Offenbarung der DE 196 00 301 bzw. EP 0 
874 851 B1 wird Insoweit in die vorllegende Erfindung einbezogen. 1st also im Rahmen 
der vorliegenden Anmeldung von einem "Kohlensuboxid-Derlvat" die Rede, so werden 
von diesem Begriff sSmtiiche in der DE 196 00 301 beschrlebenen chemischen 
Verbindungen umfasst. Die Herstellung und Charakterisierung der Kohlensuboxld- 

30 Derivate ist ebenfalls in der DE 1 96 00 301 bzw. EP 0 874 851 B1 beschrieben. 

Somit bezleht sIch die vorllegende Erfindung insbesondere auch auf 
Komblnatlonspraparate aus mindestens einer der erflndungsgem§fJen Verbindungen und 
mindestens eInem Kohlensuboxidderlvat wie vorstehend als auch in DE 196 00 301 bzw. 
35 EP 0 874 851 81 und Kerek et al.. Biochlm. Blophys. Acta 1567. 213-220 (2002) 
beschrieben. 

Von der vorliegenden Erfindung werden auch die erfindungsgemalien cysteinhaltigen 
Peptide, die Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide, die funktlonellen Derivate dieser 
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Peptide und/oder dfe pharmazeutlsch akzeptablen Saize dieser cysteinhaltigen Peptide 
zur Herstellung einer pharmazeutischen Formulierung fQr die Behandlung von 
Krankheiten. insbesondere fOr die Behandlung von durch Pathogenen verursachten 
Kranl<heiten umfasst. 



Besondere Vorteiie bringt in diesem Zusammenhang die Herstellung einer 
pharmazeutischen Formulierung fQr die Prophylaxe und/oder Behandlung von Krebs mit 
sich, beisplelsweise von Aderhautmelanom. Akute LeukSmie. Akustikusneurinom. 
Ampullenkarzinom. Analkarzinom. Astrozytom, Basaliom. BauchspeicheldrQsenkrebs' 
Blasenkrebs. Bronchialkarzinom. Brustkrebs. Burkitt-Lymphom. Corpuskarzinom' 
CUP-Syndrom. Dickdarmkrebs, Dunndamikrebs, DOnndarmtumore, Eierstockkrebs 
Endometriumkarzinom. Ependymom. Epithel-Krebsarten. Ewing-Tumoren' 
Gastrointestinale Tumoren. Gallenblasenkrebs. Gebarmutterkrebs' 

GebSrmutterhalskrebs. Glioblastom. Gynakologische Tumoren. Hals-. Nasen- und 
Ohrentumoren. Hamatologische Neoplaslen. Haarzell-Leuk^mie. Hamrohrenkrebs 
Hautkrebs. Hirntumoren (Gllome), Himmetastasen. Hodenkrebs. Lymphdrusenkrebs 
(Hodgkin/Non-Hodgkin). Hypophysentumor. Karzinoide. Kaposi-Sarkom 
Kehlkopfkrebs. Keimzellentumor, Knochenkrebs. kolorektales Karzinom, Kopf-Hals- 
Tumore. Kolonkarzlnom. Kraniopharyngeome, Krebs Im Mundbereich und auf der Lippe 
Leberkrebs. Lebermetastasen. Leukamie. LIdtumor. Lungenkrebs. Lymphome' 
Magenkrebs. Malignes Melanom. Mammakarzlnom. Mastdarmkrebs. Medulloblastome 
Melanom. Meningeome. Morbus Hodgkin. Mycosis fungoides. Nasenkrebs. Neurinom" 
Nrerenkrebs. Non-Hodgkin-Lymphome. Ollgodendrogllom. Osophaguskarzlnom 
Osteosarkom, Ovarial-Karzinom. Pankreaskarzinom. Peniskrebs. Plasmozytom' 
Prostatakrebs, Rachenkrebs. Rektumkarzinom. Retinoblastom. Scheldenkrebs.' 
SchilddrQsenkarzlnom. Schneeberger Krankheit. SpeiserOhrenkrebs. Spinaliom. T-Zell- 
Lymphom (Mycosis fungoides). Thymom. Tubenkarzinom. Tumoren des' Auges. 
Urethrakrebs, Urologische Tumoren, Urothelkarzinom. Vulvakrebs. Warzenbeteiligung. 
Weichteiltumoren, Wilms Tumor. Zervixkarzinom und Zungenkrebs. 

Vorzugsweise handelt es sich bei der Krebsart urn eine ausgewahit aus der Gruppe 
bestehend aus Blasenkrebs. Brustkrebs. Krebs des zentralen Nervensystems 
Dickdarmkrebs. Magenkrebs. Lungenkrebs. Hautkrebs. Kopf- und Nackenkrebs. 
Eierstockkrebs. Gebarmutterhalskrebs. Glloblastomkrebs. Prostatakrebs. Hodenkrebs. 
LeukSmle, Leberkrebs, NIerenkrebs und Epithel-Krebsarten handelt. 

Femer 1st Gegenstand der Erfindung auch Komblnationspraparate aus mindestens einer 
vorgenannten erfindungsgemSBen Verblndung zusammen mit einem Zytostatika. Als 
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Zytoslatika kommen Alkylierungsmlttel, Antibiotika mit zytostatischen Eigenschaften 
antimetabolische Wirkstoffe. Alkaloide. Podophyllotoxine. Platln-enthaltende 
Verbindungen. Taxane. zytostatische Wirkstoffe und monoklonale Antikdrper in Frage. 
Beispiele fQr diese Verbindungsklassen sind beispielsweise Cyclophosphamid. Ifosfamid. 
Trofosfamide. Temozolomid. Chlorambucil. Melphalan. Busuifan, Treosulfan. 
Thiotepa, Estramustln. NImustin. Carmustin. LomusUn. Dacarbazln. Procarbazin! 
Adriamycin (Doxorubicin). Epirubicin (4.Epi-Adriamycin). Idarublcin. Actinomycin D.' 
Daunorublcln. Bleomycin. Dactinomycin. IVIitomydn C. Mitoxantron. Methotrexat. 5- 
Fluorouracil. Capecitabin. Cytosinarabinosid. Tioguanln. Mercaptopurin. Fludarabln. 
Cladribin. Gemcitabin. Vincristin. Vinblastin, VIndesin. Etoposid. Teniposld. CIsplatin.' 
Carboplatin, Oxaliplatin. Paciitaxel. Docetaxel, Hydroxycarbamide (Hydroxyurea)." 
Imatinib. Miltefosin. Amsacrin, Topotecan (Topoisomerase-l-lnhibitor). Pentostatin.' 
Bexaroten. Tretinoin. Asparaginase. Trastuzumab (Herceptin®). Alemtuzumab 
(IVlabCampatii®). Rituximab (IVIabThera®). 

Die vorliegende Erfindung umfasst auch Arzneimittel. die ein oder mehrere 
erfindungsgemaiie cysteinhaltige Peptide und/oder funktionelle Derivate dieser Peptide 
enthalten. Besonders bevorzugt werden Arzneimittel. die zusatzlich wenigstens ein 
Kohlensuboxid-Derivat und/oder eine zytostatische bzw. zytotoxische Verbindung 
enthalten. 



Die erfindungsgemaiSen cysteinhaltigen Peptide k5nnen sowohl als Abwehrstoff gegen 
Pathogene als auch als pharmazeutlscher Wirkstoff zur Bekampfung der von den 
Pathogenen verursachten Infektionen und Krankheiten verwendet werden. Insbesondere 
ist der Einsatz gegen Krankheiten mftglich. die durch eine chronlsch fehlerhafte 
Immunregulation gekennzeichnet sind wie z.B. Autoimmunkrankheiten. Krebs oder AIDS. 
Die erfindungsgemaBen cysteinhaltigen Peptide kSnnen separat als einzelne Substanz. 
aber auch als Gemisch mehrerer Peptide oder zusammen mit anderen bereits bekannteri 
Wirkstoffen und Tragermaterialien eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBen Kombinationspraparate als auch die erfindungsgemaBen 
pharmazeutischen Formulierungen. welche mindestens ein erfindungsgemaBes Peptid 
enthalten. werden mit den Qblichen festen oder flussigen Tragerstoffen oder 
VerdOnnungsmitteln und den Qblichen«^eise venvendeten pharmazeutischen Hilfsstoffen 
entsprechend der gewQnschten Applikatlonsart mit einer geeigneten Dosierung in 
bekannter Weise hergestellt. Die bevorzugten pharmazeutischen Formulierungen oder 
Zubereltungen bestehen In eIner Darrelchungsform. die zur oralen Applikatlon bzw. zur 
Inhalation geelgnet ist. Solche Darrelchungsformen sind beispielsweise Tabletten. 
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Filmtabletten. Schlchttgbletten, Dragees. Kapseln. MIkrokapseIn, Pillen. Granulaten. 
Pulver. Puder. LSsungen. Dispersionen. Suspensionen Suppositorien. Emulslonen 
DIspersionen. ZSpfchen. Gelen. Salben. Sirup oder Depotformen oder 
Inhalationsiesungen bzw. Inhalationspulver. Zudem umfassen die erfindungsgem§ISen 
pharmazeutischen Zusammensetzungen Formuiierungen wie Schichttabletten zur 
kontrollierten und/oder kontinulerlichen Freisetzung des Wirkstoffs sowie 
Mikroverkapselungen als spezlelle Darreichungsform. 

Derartige pharmazeutische Zubereltungen sind unter anderem fQr.dle Inhalation oder die 
intravenose. intraperitoneale, intramuskulare. subkutane. mucokutane, orale. rektale. 
transdermals, topikale. intradermals, intragastrals, intrakutane, intravaglnale, intranasale.' 
Intrabuccale. psrkutans oder sublinguals Vsrabrsichung gselgnst. Besonders 
vorteilhatte Darreichungsformen sind die orale Applikation. Injektion als auch Inhalation. 

Entsprechende Tabletten kOnnen belspielsweise durch MIschen der erfindungsgemSB 
einsetzbaren Verblndung und/oder deren Salz mit bekannten Hilfsstoffen. belspielsweise 
Inerten VerdQnnungsmltteIn wIe Dextrose. Zucker. Sorbit. Mannlt. Polyvinylpyrrolldon. 
Sprengmittein wie MaisstSrke oder Alginsaure, BIndemitteIn wie Starke oder Gelantine. 
Gleitmlttein wie Magneslumstearat oder Talk und/oder Mittein zur Erzlelung eines 
Depoteffektes wie Carboxypolymethylen. Carboxymethylcellulose. Celluloseacetatphthalat 
Oder Polyvinylacetat. erhalten werden. Die Tabletten k6nnen auch aus mehreren 
Schichten bestehen. 

Entsprechend kSnnen Dragees durch Oberziehen von analog den Tabletten hergestellten 
Kemen mit Oblicherweise in DrageeOberzQgen verwendeten Mltteln. belspielsweise 
Polyvinylpyrrolldon oder Schellack. Gummiarabicum. Talk. Titandioxid oder Zucker 
hergestellt werden. Dabel kann auch die DrageshOlls aus mehreren Schichten bestehen. 
wobei die oben bei den Tabletten erwahnten Hilfsstoffe venwendet werden kdnnen. 

Losungen oder Suspensionen mit dsm srfindungsgsmaft sinsstzbaren Wirkstoff kSnnen 
zusatzllch geschmacksverbessemde Mittel wis Saccharin. Cyclamat oder Zucker sowie 
/Vromastoffe wie Vanillin oder Orangenextrakt enthalten. Sie konnen aulierdem 
Suspendlerhilfsstoffe wie Natriumcarboxymethylcellulose oder Konservisrungsmittel wie 
p-Hydroxybenzoate enthalten. WIrkstoffe enthaltende Kapseln kdnnen belspielsweise 
hergestellt werden. Indem man den Wirkstoff mit einem inerten Trager wie Milchzucker 
Oder Sorbit mischt und In Gelatlnekapsein einkapselt. 
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Geeignete Suppositorien lassen sich beispielsweise durch Vermischen mit dafur 
vorgesehenen TrSgermitteln wie Neutralfetten Oder Polyethylenglykol bzw. Derlvaten 
davon herstellen. 
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Derartlge Fomiullerungen sind unter anderem fOr die Inhalation Oder die IntravenSse 
intraperitoneale. intramuskuiare. subkutane. mucokutane. orale. rektale. transdennale' 
topikale. intradermale. intragastrale. intrakutane. Intravaginale. intranasale. intrabuccale' 
perkutane oder sublinguale Verabreichung geeignet. 

Als pharmakologisch vertragliche Trager k6nnen beispielsweise Lactose. Starke. Sorbitol 
Sucrose. Cellulose. Magnesiumstearat. Dicalciumphosphate. Calciumsulfate Talk' 
Mannltol. Ethylalcohol und derglelchen eingesetzt werden. Puder als auch Tabletten 
kSnnen zu 5 bis 95% aus einem derartigen Trager bestehen. 

Als Bindemittel kdnnen zudem Starke. Gelatine. natOrliche Zucker. natOrliche als auch 
synthetische Gummis wie beispielsweise Akaziengummi oder Guar-Gummi 
Natriumalginat. Carboxymethyl-Cellulose. Polyethylenglycol und Wachse eingesetzt 
werden. Als Gleitmittel kSnnen BorsSure. Natriumbenzoat. Natriumacetat 
Natrlumchlorid. und derglelchen dienen. 

Femer kOnnen den pharmazeutischen Zusammensetzungen noch Sprengmittel 
Farbstoffe, Geschmacksstoffe und/oder Bindemittel zugesetzt werden. 

FIQssige Formulierungen umfassen LOsungen. Suspenslonen. Sprays und Emulslonen 
Beispielsweise InjektionslSsungen auf Wasserbasis oder Wasser-Propylenglycol-Basis fOr 
parenterale Injektionen. 

FOr die Zubereltung von Suppositorien werden bevorzugt niedrigschmelzende Wachse. 
Fettsaureester und Glyceride eingesetzt. 

Kapsein werden beispielsweise aus Methylcellulose. Polyvinylalcohole Oder denaturierte 
Gelatine oder Starke hergestellt. 

Als Sprengmittel kOnnen Starke. Natrium-Carboxymethylstarke. natOrliche und 
synthetische Gummis wie beispielsweise Johannlsbrotkernmehl. Karaya. Guar. 
Tragacanth und Agar sowie Cellulosederivate wie Methylcellulose. Natrium^ 
Carboxymethylcellulose. microkristalllne Cellulose sowie Alginate. Tonerden und 
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Bentonite verwendet werden. Diese Bestandteile kSnnen in Mengen von 2 bis 30 Gew.- 
% eingesetzt werden. 

Als Bindemittel konnen Zucker, StSrke aus Korn, Reis Oder Kartoffeln. natOrliche Gummis 
wie Akaziengummi, Gelatine. Tragacanth. AlginsSure. Natriumalginat, Ammonium- 
Calcium-AIginat, Methylcellulose. Natrium-Carboxymethylcellulose. Hydroxypropyl- 
methylcellulose. Polyvinylpyrrolidon sowle anorganische Verbindungen wIe Magnesium- 
Aluminum-Silicate zugesetzt werden. Die Bindemittel konne in Mengen von 1 bis 30 
Gew.-% zugesetzt werden. 

Als Gleitmlttel konnen Stearate wie Magnesiumstearat. Calciumstearat. Kaliumstearat. 
Stearinsaure. hochschmelzende Wachse als auch wasserlSsliche Gleitmlttel wie 
Natriumchlorid. Natrlumbenzoat. Natriumacetat, Natrioumoleat. Polyethylenglycol und 
Aminosauren wie Leucin eingesetzt werden. Derartige Gleitmlttel kOnnen in Mengen von 
0,05 bis 15 Gew.-% verwendet werden. 

Eine bevorzugte Anwendung der erfindungsgemalien cystelnhaltigen Peptide besteht in 
der UnterstQtzung der Abwehr biologischer Organismen. insbesondere Pflanzen. 
gegenOber bakterlellen. fungalen. viralen oder anderen Pathogenen. Diese Anwendung 
kann durch ZufOhrung des PepOds In die von der Pflanze aufgenommenen NShrstoffe / 
Flussigkeiten oder durch Aufbringung der das Peptid enthaltenden LSsung auf die 
Oberfiache der Pflanzenbiatter erfolgen. 

Von der vorliegenden Erfindung umfasst ist auch der genetische Einbau von 
Gensequenzen, die ein erfindungsgemaiSes Peptid exprimieren. in das Genom eines von 
einer Krankheit bedrohten Organismus, bevorzugt in das Genom von Pflanzen. Die 
erhohte Resistenz des durch diese genetische Anderung erzeugten neuen Organismus 
bietet einen fQr Mensch und Umwelt deutllch schonenderen Schutz gegen Pathogene als 
die bisher bekannten chemlschen Pestizide. 



Die erfindungsgemaBen Peptide kSnnen In ahnlicher Welse zur praventiven Starkung der 
Abwehrkrafte anderer. Insbesondere tierlscher Organismen gegenQber Pathogen- 
Infektionen unterschledllcher Art eingesetzt werden. Durch diese Art der Anwendung 
werden Pathogen-tragende Insekten, Nematoden und andere erfoigreich bekampft. 
Dadurch wird die Obertragung bzw. Frelsetzung der Pathogene sehr efflzient verhindert 
und dies eventuell sogar noch bevor deren krankheitserregende Wirkung sich entfalten 
kann. 
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Eine weitere Anwendung der erfindungsgemaBen Peptide erfolgt durch Applikation an 
einem mit Pathogen bereits infi2aerten blologlschen. Insbesondere tierischen Organismus. 
Dadurch werden die schSdlichen Folgen der bal<terieilen. viralen Oder anderer lnfel<tionen 
neutralisiert oder zumindest minimiert. Zu diesem Zwecl< wird das Peptid oder das Peptld- 
enthaltende Gemisch so eingesetzt. dass es zusammen mit den eigenen AbwehrkrSften 
des Organismus eine deutlich wirl<samere Bel<§mpfung des Pathogens bewirltt. 

Die erfindungsgemaften Peptide fQhren bei IVIenschen und Tieren zu einer signifil<anten 
Herabsetzung der Exprimierung einiger pro-inflammatorischen Zytokine. insbesondere 
von IL-2. IL-3. IL-4 und y-IFN. Die erfindungsgemaiien Peptide sind also fahig die gegen 
das eigene Gewebe gerichteten auto-aggressiven VorgSnge. insbesondere bei 
Autoimmunkrankheiten, signifikant zu reduzieren. 

Durch Stimulierung von inhibitorischen Zytokinen, insbesondere von TGF beta sind die 
erfindungsgemaiien Peptide in der Lage. die Aktivitat der bei Autoimmunkrankheiten 
pathologisch Qberaktivierten primaren humanen Immunzellen zu verringem. Besonders 
vielversprechende experimentelle Ergebnisse wurden bei topischer Anwendung der 
erfindungsgemailen Peptide bei Hautkrankheiten mit Autoimmun-Charakter. 
insbesondere bei der Behandlung von Psoriasis, erhalten. 

Durch die Stimulierung der Produktion des suppressiv und gegebenenfalls regulatorisch 
wirkenden Zytokins IL-10 wird durch die erflndungsgemalSen Peptide das normale 
Gleichgewicht zwischen den pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen. das bei 
Autoimmunkrankheiten und anderen chronischen Erkrankungen aulSer Kontrolle gerat. 
wiederhergestellt 

Die erfindungsgemaiien Peptide iiben eine effiziente und zum Teil selektive Hemmung 
auf die Vermehrung maligner Krebszellen aus. Dies konnte durch Zellkulturexperimente 
bestatigt werden. 

Von der vorliegenden Erfindung werden auch pharmazeutische Zubereitungen und 
Arzneimittel umfasst, die ein erfindungsgemaBes Peptid oder ein Gemisch 
erfindungsgemaiSer Peptide als wirksamen Anteil beinhalten. Weiterhin sind 
phannazeutische Zusammensetzungen und Aizneimittel umfasst. die ein 
erfindungsgemaBes Peptid oder ein Gemisch erfindungsgemaBer Peptide zusammen mit 
wenlgstens einem. bereits bekannten Wirkstoff und/oder zusammen mit pharmazeutlsch 
vertraglichen und annehmbaren Verblndungen und Tragern enttialten. 
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Die Verwendung eines erfindungsgemaiSen Peptids zusammen mit den als MCS 
bezeichneten Kohlensuboxid-Derivaten fQhrt zu einer deutlich verbesserten 
BioverfOgbarkeit und immunregulatorischen Wirksamkeit des Peptids, insbesondere bei 
onkologlschen Anwendungen (siehe Beispiele). 

Zur Erhohung der Selektivitat bel der BekSmpfung maligner Tumorzellen k6nnen die 
erfindungsgemaUen Peptide mit tumorspezifischen Antigenen gekoppelt werden. GemaB 
einer bevorzugten AusfQhrungsform wird das Peptid mit der Sequenz HT-CI an den 
gegen humane Prostata-Karzinomzellen gebildeten und durch Affinitatschromatographie 
isolierten Antikorper gebunden. Die Bindung erfolgt mit Hilfe von bekannten 
Kopplungsreagenzien wie Carbodiimiden. bevorzugt mit dem wasserlSslichen 1-Etliyl-3- 
(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDAC). 

GegenQber der Verwendung einzelner erfindungsgemaUer Peptide bietet die VenA^endung 
eines Gemisches der erfindungsgemaiien Peptide deutiiche Vorteile. Im Vergleicli zur 
Anwesenheit von nur einem Agens erschwert namlich ein Gemisch von mehreren 
Wirkstoffen die Resistenz-Bildung des Pathogens. Die selben Vorteile ergeben sich 
sowohl bei der biologischen Abwehr durch die transgene Exprimierung des. 
Peptidgemisches als auch bei der KrankheitsbekSmpfung durch Verabreichung der 
Peptide an den bereits erkrankten Organismus. 

Die erfindungsgemSRen Peptide kennen also als WIrkstoff auf die oben beschrlebenen 
Arten eingesetzt werden. Neben der Venvendung der einzelnen erfindungsgemSfien 
Peptide werden die erfindungsgemaiien Peptide als Gemisch mehrerer Peptide ebenso 
eingesetzt wie zusammen mit anderen Substanzen. insbesondere zusammen mit 
Kohlensuboxid-Derivaten. Als Darreichungsform kommen Injektlonen. Spray und eine 
topische Applikation in Frage. 

Die erfindungsgemaften Peptide werden bei jeder Art von Applikation in einer 0.0001 bis 
10%igen LSsung. insbesondere in einer 0,01 bis 1%igen Losung. besonders bevorzugt in 
einer ungefahr 0.2%igen L6sung eingesetzt. Besonders bevorzugt wird die VenA^endung 
eines wassrigen Peptidgemisches. Die Behandlung kann z.B. durch Gabe von taglich 3 x 
10 ml der wassrigen Peptld-LOsung erfolgen. 

Die erfindungsgemaiien Peptide kOnnen den zu behandelnden Menschen. Tieren oder 
Pflanzen als Reinstoff verabreicht werden oder als pharmazeutische Zusammensetzung. 
wobei sie im Gemisch mit Tragerstoffen oder VerdQnnungsmltteIn in therapeutisch 
effektiver Doslerung verabreicht werden. Solche therapeutisch effektlven Dosen kflnnen 
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separat Oder in Verblndung mit anderen therapeutischen Verbindungen verabreicht 
werden. Bei der VenA^endung zur Behandlung von Krebs kommen in diesem 
Zusammenhang anti-proiiferative und anit-angiogene Agenzien wie zytostatisclie oder 
zytotoxische Anti-Tumor-Agenzien wie z.B. 5FU. CisplaUn in Frage oder audi 
Proteinkinaseinhlbitoren wie der Flk-1/KDR Inhibitor CGP 79787. die Verbindungsklasse 
der Indolocarbazole. wie z.B. G67612. die Verbindungsklasse der BIsindolymaleimide" wie 
Z.B. LY 333531. GF109203X. Ro 32-0432. Ro 31-8220. die Verbindungsklasse' der 
Balanol-Derivate. wie z.B. SPC 100840. die Verbindungsklasse der Antisense- 
OLgodeoxinukleotide. wie z.B. CGP 64128A und VEGF Antisense Oligonukleotld. die 
Verbindungsklasse der Alkyl-lysophosphoiipide, wie z.B. ET-18-OCH3. Inhibitoren der 
Wachstumsfaktor-Rezeptoraktivierung wie anti-HER2/neu Antikdrper. Trastuzumab 
(Herceptin). Inhibitoren der Wachstumsfaktor-Rezeptor-Kinaseaktivitat wie die 
Verbindungsklasse der Phenylaminochinazoline. wie z.B. PQ 153035. ZD 1839 und CP- 
358774, die Verbindungsklasse der substituierten Pyrimidine umfassend Pyrido-. Pyrrolo-. 
Pyrazolo-. Pyrimido- und Phenylamlnopyrimidine, wie z.B. PD 158780, PD 166285 CGP 
59326. CGP 60261 und CGP 62706. die Verbindungsklasse der Tyrphostine wie z B 
AG1478. RG 13022 und AG 825. die Verbindungsklasse der Lavendustine. wie z.B. 
Lavendustin A. die Verbindungsklasse der Dianllinophthalimlde. wie z.B. CGP54698 
sowie Verbindungen ausgewShit aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von 
MAPKKK. Inhibitoren von MAPKK. inhibitoren von MAPK wie z.B. PD098059. U0126 oder 
SB203580, Interferon alpha, rekomblnanter Faktor 4 fOr Blutpiattchen. Angiostatin oder 
die polyanionische Verblndung Suramin. Die vorllegende Erfindung umfasst auch die 
Kombination der erfindungsgemaiSen Peptide nnit einer der oben angegebenen 
Verbindungen. 

Techniken fQr die Formulierung und Gabe der erfindungsgemaiien Peptide kSnnen in 
"Remington's Pharmaceutical Sciences" IVIack Publishing Co.. Easton PA gefunden 
werden. Eine Zusammensetzung. die eines der erfindungsgemaiien Peptide umfasst. 
kann in Form einer Ldsung des erfindungsgemaiSen Peptids in einem flQssigen 
pharmazeutischen Trager oder in jeder anderen Formulierung wie Tabletten. Pillen. 
Dragees. Kapseln. Gel, Sirup, Brei. Suspension und ahnlichem vorliegen. 



Kurze Beschreibung derZeichnungen 



Die Erfindung soli nachfolgend anhand von AusfQhrungsbeispielen Im Zusammenhang mit 
den Figuren naher eriautert werden. Es zelgen 
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Fig. 1 die Struktur des Hellethionins HT-D; 

Fjg. 2 ein HPLC-Diagramm eines Hellethionln-Gemlsches; 

Fig. 3 die Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen des Hellethionins HT-C auf 
Brustkrebszellen des Typs MCF-7. 

Wege zur Ausftihrung der Erfindung 

Beispiel 1: Gewinnung eines Peptid-Gemisches 

Rund 10 kg grob gemahlene Wurzel und Wurzelstock von Helleborus niger (Fam. 
Ranunculaceae) werden 6 Stunden mit 50 I TBM-Hexan-Gemisch (1:1) behandeit. Das 
entfettete und an Luft getrocknete Pflanzenmaterial wird zweimal mit jeweils 60 I EtOH 
50% ca. 24 Stunden unter lelchtem RQhren bei Zimmertemperatur extrahiert. Die 
vereinten alkoholisch-wassrigen Lflsungen werden im Vakuum-Rotationsverdampfer bei 
70 °C bis zur Trockene eingeengt Der TrockenrQckstand wird dreimal mit je 3 I 0,05 N 
Salzsaure behandeit, die resultierenden w§ssrigen Emulsionen werden vereint und 
sukzessiv mit je 10 I Hexan. Chloroform und TBM extrahiert. Die wassrige Phase wird Im 
Vakuum auf ca. 10 I Volumen eingeengt und die Ldsung mit ca. 200 g Aktlvkohle 
behandeit (2 Stunden). Das Filtrat wird im Vakuum bis auf 1,0 I eingeengt. Das w§ssr!ge 
Konzentrat wird mit Hllfe einer 1 N HCI LSsung auf den pH-Wert 1,2 eingestellt und unter 
starkem ROhren in das zehnfache Volumen gekQhItes (10 'C) Aceton eingegossen. Der 
sich bildende weifte Niederschlag wird durch Zentrifugation von dem Oberstand getrennt 
und im Vakuum getrocknet. Der trockene Niederschlag wird anschlieBend in einer 
minimalen Menge Wasser aufgelost und in ein ca. zehnfaches Volumen gekQhItes Aceton 
unter RQhren eingegossen. Dieser Prazipitations-Vorgang wird noch einmal wiederholt. 
das erhaltene Gemisch der cysteinhaltigen Peptide in Wasser aufgelSst und liophilislert. 

Das Gemisch der erfindungsgemSlien Peptide wird durch HPLC charakterisiert (Figur 2). 
Dazu wurde eine Nucleosll 100-7. C-18 Saule (Macherey-Nagel Duren) mit 250 mm 
Unge und 21 mm ID verwendet. Bei einer Flussrate von 3 ml/min und einem linearen 
Elutlonsgradienten von 20 - 50% Acetonitril in 25 min. eluleren die erflndungsgemaRen 
Peptide wie folgt: 



Hellethionin-A 14,4 min. 

Hellethionln-BI bis Hellethlonin-B6 16,1 min. 
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Hellethionin-C 16,9 min. 

Hellethionin-D 18,3 min. 

Hellethionin-EI, Hellethionin-E2 20,1 min. 



Beispiel 2: Gewinnung des reinen Peptids HT-D 



Rund 1 kg gemalilene Wurzein der Pflanze Helleborus purpurascens werden 4 Stunden 
mit 10 1 verdunnter Esslgsaure {5% in Wasser) bei 40-C extrahlert. Die fiitrierte LSsung 
wird im Val<uum bis auf 1 I eingeengt. Danach werden in der LSsung ca 400 g 
Ammoniumsulfat gelost. Der sich bildende Niederschlag wird durch Zentrifugieren 
abgetrennt. in einer minimalen IVIenge Wasser aufgelOst und die Losung zu einem 
Gemisch von 3.6 I Aceton und 1.4 I Ethanoi unter kraftigem ROhren zugefQgt. Die Bildung 
des Niederschlags Im Aceton / Ethanol-Gemisch wird noch zweimal wiederholt und das 
15 erhaltene Peptid-Rohgemisch in Wasser aufgelflst und liophilisiert. 

Danach werden 5 g liophilislertes Rohgemisch des Peptids aus der Gattung Helleborus in 
100 mi 20% Acetonitrii / Wasser mit 0,1% Gehalt an TrifluoressigsSure aufgelost und mit 
Hilfe der praparatlven HochdruckfiOssigkeitschromatographie (HPLC) in einzelne 
Komponenten aufgetrennt. Zu diesem Zweck wird die Probelosung in aliquoten IVIengen 
auf eine Nucleosil 100-7. C-18 SSule (Macherey-Nagel DQren) mit 260 mm LSnge und 21 
mm ID (Innen-Durchmesser) aufgetragen. Die Trennung erfolgt bei einer Flussrate von 3 
ml/min mit Hilfe eines iinearen Elutionsgradienten von 20 - 50% Acetonitrii in 30 iVIinuten. 
Die etnzeinen reinen Peptide werden mit Hilfe eines Probensammlers vom Typ FRAC-100 
der Fa. Pharmacia-Biotech aufgefangen. Das reine Peptid HT-D wird in dem 
Retentlonszeitbereich von 17,9 - 18.7 min. aufgefangen. 

Die PrQfung auf Reinheit des isolierten Peptids Heiiethionin-D erfolgt durch analytische 
HPLC mit Hilfe einer "Luna-CN" Saule der Fa. Phenomenex (Offenbach) mit 200 mm 
Unge und 4 mm Durchmesser unter Vemen6mg eines Iinearen Gradienten von 5% bis 
85 % Acetonitrii In 40 Minuten. 

Das 'H NMR Spektrum von relnem Hellethlonin-D in Wasser wurde mit der durch Edman- 
Abbau bestimmten AminosSure-Sequenz korrellert und die einzelnen SIgnale mit Hilfe von 
NOESY- und TOCSY-Spektren zugeordnet. In der Tabelle 1 sind die durch diese 
Korrelation erhaltenen einzelnen Resonanz-Signale fQr HT-D dargestellt. 
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Tabelle 1: NMR Signalzuordnungen fQr Hellethionin-D 



Posi- 
tion 


Amino- 

/•I I III Iw 

s3ure 


1-1 M 

n - IN 


H - C 

alpha 


H - C beta 


H-C 

namma 


1 H-C 

1 ucrlla 


' andere 


1 


Lys 




3,72 


1,36-1.47 


0,83 




HP- O RA LJ"7. 1 

7.17 1 


2 


Ser 


8,52 


4,65 


3.41-2.96 




1 




3 


Cys 


8.45 


4.6 


4.22-1.93 




1 




4 


Cys 


9.47 


4.9 


2,60-2,14 




I"" 


~ H 


5 


Arg 


7,52 


3,51 


1.65 


1,35-1,30 


1 

1 2,93-2,62 


H-E: 7.00 j 


6 


Asn 


6.82 


4,46 


3,01 


7.51-6 45 






7 


Thr 


8,3 


3,58 


3,79 


0,94 


1 





8 


Leu 


7.65 


3,77 


1.38-1,29 


0,57-0 61 


i 

: 
j 





9 


Ala 


8,02 


4.07 


1,52 




j. 





10 


Arg 


7,68 


4.16 


1,92-1.36 


1 59 




UIC* Q l_fl_l. 1 

Mfc. 0,07. HH: 1 
6.10 1 


11 


Asn 


8,16 


4.21 


2.64-2.60 


6.7-7,29 






12 


Cys 


8.15 


3,89 


3.58-2.72 








13 


Tyr 


8,74 


3.36 


3,06-2.89 






nb. D,40 


14 


Asn 


8.55 


4 


2.62-2.52 


7.6 1 






15 


Ala 


7.63 


3,93 


1.19 








16 


Cys 


7,98 


3,8 


2,83-2.78 


1 






17 


Arg 


8,26 


3,79 


1,48-1.37 


0.88-0.62 1 


2,72-2,15 


HE: 6.72: HH: 
6,8-6.3 


18 


Pile 


8 


4,01 


3.07-2,94 




HD; HE; 
HZ: 7.01 
-6,91 




19 


Thr 


7,24 


3,94 


4.27 


1,06 






20 


Gly 


7,24 - 


4,04-3,30 
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Belspiel 3: Wirkung des Peptids HT-A aufdie Zytokin-Produktion von primaren humanen 
Immunzellen 

Die Wirkung des Peptids HT-A auf die Zytokin-Produktion von primaren humanen 
Immunzellen wurde durch die Messung der Konzentration von Zytokinen in aus humanen 
Blut gewonnenen Lymphozyten-Kulturen emiittelt. Es wurden Dosierungen von 4 - 200 
pg/ml der Hellethionine angewendet. die durch Zugabe der errechneten Mengen in Form 
einer Stammldsung erhalten wurden. Die Konzentratlon einzelner Zytokine in den Mess- 
bzw. Kontrollproben wird mit Hilfe der kommerziell erhaitlichen "Quantikine" ELISA Flatten 
der Fa. R&D Biosystems. Minneapolis. USA. ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit 
Kontrollproben. d.h. mit der Lymphozytenkultur ohne Zugabe des Peptids vergllchen. 

Bel den mit 4 ug bzw. 200 pg Peptid HT-A behandelten Lymphozytenkulturen (4 Millionen 
Zellen pro ml) wurden die folgende Zytokin (bzw. Zytokln-Rezeptor) Konzentrationen 
1 5 [pg/ml] im Vergieich mit der Kontrollprobe (ohne Peptid) erhalten; 



10 



Zytokin/Peptid 


Kontrolle 


HT-A 


HT-A 




[ohne Peotid] 


[4 Mfl/mll 


[200 ua/mll 


gehemmt 








IL-2 [pg/mQ 


9.390 


1.940 


1.855 


IL-3 [pg/ml] 


41 


26 


8 


IL-4 [pg/ml] 


34 


19 


12 


Y-IFN [pg/ml] 


11.605 


7.454 


7,504 


IL-6R [pg/ml] 


171 


100 


65 


stimuliert 








IL-10 


69 


288 


12 


IL-2R 


44 


30 


67 


TGF.p2 


9 


105 


45 


nicht beeinflusst 








IL-6 


1.095 


1.100 


1.130 


IL-1RA 


2.170 


2.204 


2.467 


TNF-a 


2.105 


1.860 


2.085 



Diese Daten zeigen. dass das Peptid HT-A die Exprimierung von mehreren. pro- 
inflammatorisch wirkenden Zytokinen wie z.B. IL-2. IL-3. IL-4 und y-IFN hemmt. Durch 
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UnterdrOckung der Produktlon dieser Zytokine fiihrt die Verwendung des Peptids zur 
erwQnschten Reduzierung der schadllchen autoaggressiven VorgSnge autoimmuner 
Krankheiten. 

5 DarQber hinaus zeigt das Peptid HT-A eine Stimulierung der suppressiv wirkenden 
Zytokine wie z.B. IL-10 und TGF-(32. interessanterwelse ist die Stimulierung dieser 
Zytokine bei gerlnger Peptid-Konzentratlon (4 Mg/ml) deutlich intenslver als bei hflherer 
Dosierung (200 pg/mi). Es wird vemiutet. dass bei hQher Peptid-Konzentratlon die 
unspezlfische zellulSre ToxizitSt des Peptids die bei kleineren Dosen beobachtete 
10 Stimulation Qberdeckt. 

Das untersuchte Peptid HT-A zeigt auf die Produktlon einiger Zytokine wie z.B. IL-6 Oder 
TNF-a und auf die Exprimierung des IL-1 Rezeptors keinen signifikanten EInfluss. 

15- Beispiel 4: Wirkung des Peptids HT-C auf die Proliferation von humanen Krebszellen 

Die Untersuchungen wurden an der Brustkrebs-Zeilkulturlinie IVICF-T durchgefOhrt. Als 
Vergleich diente eine Zellkuiturlinle aus nicht differenzlerten Brust-Eplthel-Zellen des Typs 
MCF-10A. Die entsprechende Zellen (ca. 10' /ml Probe) wurden in dem Standard DIVIEIVI 

20 Kulturmedium zunachst stimuliert. Nach 24 Stunden wurde das Peptid HT-C zugefQgt und 
auf diese Weise Konzentratlonen zwischen 0,2 und 400 pg/ml eingestellt. Die Prufung der 
von dem Peptid verursachten VerSnderungen erfolgte in 24 Stunden-lntervallen in einem 
Zeitraum von bis zu 6 Tagen. Das Peptid HT-C verursacht berelts bei geringen 
Konzentratlonen. n§mlich schon ab 2 pg/mi eine sehr deutliche Hemmung der 

25 Vermeiirung der MCF-7 Zellen (FIgur 3). 

Das Peptid HT-C hatte unter den selben Bedingungen eine signiflkant geringere 
Hemmung auf die Vemielirung der nicht mallgnen Epithel-Zellen von Typ MCF-10. 



30 



Beispiei 5: Wirl<ung der Peptid-Gemische auf die Tumorentwicklung bei M§usen 

Bei der Studie wurde die Wirkung der erflndungsgemafien Peptide im Gemisch auf die 
Tumorentwicklung der mit WAZ.2T Zellen inokullerten welbllchen M^use des Typs 
BALB/c mit eInem KOrpergewlcht von 20 bis 24 Gramm untersucht. ZunSchst wurde die 
Pathogenitat des Zellstammes durch die Inokulation elner stelgenden Dosis von 0 bis 10« 
Tumorzellen In den rechten Brust-Fettpolster der Tiere (12 Mduse / Dosis) ermlttelt. 
Dieser Vorversuch ergab. dass die Verwendung elner Dosis von 2.5 x 10^ Tumorzellen zu 
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einer Tumortiaufigkelt von 66.7% fOhrte. d.h. bei zwei von drei MSusen entwickelte sich 
ein palpabler Tumor. Der Durchmesser des Tumors wurde tSglich gemessen und mit 
einem Wert von 0.1 cm fQr die Hautdicke des TIeres korrigiert. Das Volumen wurde unter 
der Annahme einer kugelfOrmigen Gestalt des Tumors berechnet. Die M3use wurden am 
Tag 120 oder, falls der Tumor einen Durchmesser von mehr als 1.8 cm erreicht hatte. 
frOher geopfert. Die 80 Tiere wurden In vier Gruppen (I bis IV) mit je 20 MSusen unterteilt.' 
Am Tag Null wurde alien Tieren eine Suspension von 2.5 x 10^ Tumorzellen inokullert. 

Die Tiere in der Gruppe I (Kontrollgruppe) erhielten Ihr normales Futter ohne Zusatz des 
Peptidgemisches. Die Entwicklung des Tumors war bei positiv reagierenden Tieren 
erfahrungsgemaii ab der vierten Woche nach der Inokulation messbar. Am Tag 50 nach 
der Inokulation hatte sich bei insgesamt 14 Tieren dieser Gruppe ein gut messbarer 
Tumor entwickelt. Die Tumorinzidenz am Tag 50 lag also bei 70%. Das 
Durchschnittvolumen des Tumors bei den positiven Tieren wurde wie folgt bestimmt: 

Tag 50 0.81 cm3 

Tag 60 1,23 cm^ 

Tag 70 1.74 cm^ 

Die Tiere der Gruppe II erhielten ab dem ersten Tag der Inokulation tagllch 0.4 pg des 
erfindungsgemalien Peptidgemisches zu ihrem Futter zugemischt. Am Tag 50 nach der 
Inokulation war nur bei 4 Tieren ein palpabler Tumor gut messbar. Die Tumorinzidenz am 
Tag 50 lag also bei 25%. Das Durchschnittvolumen des Tumors bei den positiven Tieren 
wurde wie folgt bestimmt: 

Tag 50 0.32 cm' 

Tag 60 0.57 cm' 

Tag 70 o.71 cm' 

Bei den Tieren der Gruppe III wurde die Behandlung mit dem Peptidgemisch erst ab dem 
7. Tag nach der Inokulation begonnen. Es wurde eine tagliche Dosis von 0,4 pg 
Peptidgemisch pro Tier zum Futter zugemischt. Am Tag 50 nach der Inokulation war bei 
Insgesamt 9 Tieren ein palpabler Tumor gut identifizierbar. Die Tumorinzidenz am Tag 50 
lag also bei 45.0%. Das Durchschnittvolumen des Tumors bei den positiven Tieren wurde 
wie folgt bestimmt: 



Tag 50 
Tag 60 
Tag 70 



0,48 cm' 
0.77 cm' 
0,93 cm' 
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Die erfindungsgemaiSen Peptide bewirken also eine signifikante Hemmung der mallgnen 
Erkrankungsrate der TIere und eine Regression der Tumorentwicklung. 

Beispiel 6: Wirkung der Peptide aufmurinen peritonea/en Makrophagen 

Venvendet wurden von GDI Mausen gewonnene murine peritoneale 
Makropliagen. Eine peritoneale Spulung wurde unter Verwendung von 5 ml PBS 
durchgefQhrt. Nach drei WaschvorgSngen mit RPMI 1640 wurden die Zellen auf eine 96- 
Loch-Kulturplatte mIt einer Konzentration von 1x10« Zellen/ml (200 ^tl/Loch) In 10% PCS 
RPM1 1640 Medium gegeben und fQr 24 Stunden stehen gelassen. Nach der Inkubation 
wurden die Zellen drelmal mit RPMI 1640 gewaschen und In 10% FCS-RPMI 1640 
Medium (100 ^l/Loch) In Abwesenhelt (unstlmuliert) Oder in Anwesenheit (stimuliert) 
verschiedener Stimulantlen resuspendlert. Nach 24 Stunden Inkubation wurden NO 
IL-1 0 und TNF-a Im KulturQberstand gemessen. 



Probe 


NO 


TNF-a 


IL-IO 


Oberlebensrate 




(uM) 


(pa/ml) 


(pg/mi) 




Kontrolle 


1.1 


0 


0 


100 


HT-C 5 uq/ml 


0.7 


244 


6 


80.3 


HT-C 100 uq/ml 


0.8 


312 


26 


10.7 


HT-D 5 ua/ml 


0.8 


18 


0 


87.6 


HT-D lOOuo/ml 


1.3 


0 


0 


42.8 
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Das Peptid HT-C zeigt eine deutlich starkere zytotoxische Wirkung ais HT-D gegenQber 
der hier untersuchten peritonealen Makrophagen aus Mause. 

Die untersuchten Peptide induzleren kelne NO der murinen peritonealen Makrophagen. 



Beispiel?: Wirkung der Peptide ais soiche und im Gemisch mit Kohlensuboxid 
Verbindung (MCS-18) auf Krebszellen derUnie COLO-205 

25 Methoden: 

Zelllinie: Damikrebszellllnle: Colo 205 (ATCC Nr. CCL.222). Organlsmus. Homo sapiens. 
Literatur: Cancer Res.. 38. 1345-1356. 1978. PNAS. 99. 10718-10723 2002 
Nach Adherenz der Zellen (Inkubation 24 h. Zellzahl IxlO^Zellen pro Ansatz) wurden die 
Zellen mit MCS und/oder Peptiden (CZT. DZT) 24 h behandelt und anschlleBend der 
30 Prozentsatz lebender Zellen mittels MTT-Test bestlmmt. 
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Zelllinle: Lungenkarzinomzelllinle: A549 (ATCC Nr. CCL.185). Organismus: Homo 
sapeins 

Literatur: Giard DJ . et al.. J. Natl. Cancer Inst. 61: 1417-1423. 1973 
Nach Adherenz der Zellen (Inkubation 24 h. Zellzahl SxlO^Zellen pro Ansatz) wurden die 
Zellen mit MCS und/oder Peptiden (CZT. DZT) 72 h behandelt und anschlleRend der 
Prozentsatz lebender Zellen mittels AlamarBlue-Test bestlmmt. 

MTT-Test: 

Der MTT-Zellwachstums-Test wurde nach Alley et. al. (M.C. Alley et al.. Proc Am Assoc 
Cancer Res.. 27:389. 1986; M.C. Alley et al.. Cancer Res. 48:589-601 1988) 
durchgefuhrt. Finale Konzentration von 3-(4.5-Dimethylthiazol-2.yl)-2.5. 
diphenyltetrazoliumbromid war 0,4 mg/ml). 

AlamarBlue™-Zellwachstums-Test wurde nach Angaben des Herstellers (Serotec. Oxford. 
England, www.serotc.com) durchgefClhrt. 

Resultat: 

Wie in Tabelle 2 gezeigt wird in Gegenwart der Peptide CZT und DZT das Wachstum der 
Colo 205 Zellen bereits nach 24 Stunden bei der Konzentration 100 ug/ml stark gehemmt 
Die Anzahl der lebenden Zellen betragt nur noch ca. 50%. Wird zusatzlich zum Peptid 
CZT die Substanz MCS 18 gegeben. kann noch verbesserte hemmende Wirkung des 
Peptids beobachtet werden. MCS18 selbst hat bel 100 mg/ml keinerlef hemmende 
Wirkung auf das Wachstum der Colo 205 Zellen (Tabelle 3). Somit kann die Komblnation 
von CZT Peptid und MCS eine erhOhte Anti-Tumor-Aktivitat bel Darmkrebs fOhren. 

Die Peptide BZT. CZT und DZT konnten auch das Wachstum von 
Lungenkarzinomzelllinien bei einer Konzentration von 100 pg/ml hemmen (slehe Flgur4) 
Es konnten nur noch ca. 50% lebende Zellen nach 72 h bestlmmt werden 



Tabelle 2: 
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Substanz 


Konzentration 
in rua/ml] 


Lebende Colo 205 
Zellen in \%] 






100 


CZT Peptid 


50 


92.15 


CZT Peptid 


100 


48,36 


DZT Peptid 


50 


92,15 


DZT Peptid 


100 


58,66 
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Tabelle 3: 



fii iKcfsin7 
wuuaicii 1^ 


iNonzeniraiion 
in ruQ/ml] 


Lebende Colo 205 
Zellen in r%1 






100 


MCS 18 


100 


100 


CZT Peptid 


50 


92.15 


CZT Peptid + 


50 


66.66 


MCS18 


100 
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PatentansprOche 

1 . Cysteinhaltige Peptide der Strul<tur 

XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXQXXCXXXCXCXXXXXXXCXXXXXX 
Oder der Struktur 

XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXTXXCXXXXXX 
Oder der Struktur 

XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXXXXXCXXXXXX. 

wobei X unabhSngig voneinander jede beliebige natOrlich vorkommende AminosSure 

darstellt. 

2. Cysteinhaltige Peptide nach Anspruch 1, wobei an Position 15 die Aminosaure G 
und/oder an Position 19 die AminosSure T und/oder an Position 23 die AminosSure Q 
und/oder an Position 27 die Aminosaure Q und/oder an Position 28 die AminosSure R 
und/oder an Position 31 die Aminosaure D und/oder an Position 33 die Aminosaure I 
und/oder an Position 34 die Aminosaure H und/oder an Position 35 die Aminosaure V 
und/oder an Position 36 die Aminosaure T und/oder an Position 37 die Aminosaure T 
und/oder an Position 38 die Aminosaure T und/oder an Position 43 die Aminosaure S 
und/oder an Position 44 die Aminosaure H und/oder an Position 46 die Aminosaure S 
Ist. 



3. Cysteinhaltige Peptide nach einem der vorhergelienden AnsprOche. namllch 

KSCCRNTLGRNCYNGCRFTGGSQPTCGRLCDCIHVTTTTCPSSHPS (Hellethionin-A). 

KSCCRNTLGRNCYNACRFTGGSQPTCGRLCDCIHVTTTTCPSSHPS(Hellethionin-Bl'). 

KSCCRNTLARNCYNACRFTGGSQPTCGRLCDCIHVTTTTCPSSHPS(Hellethlonin-B2).' 

KSCCRNTLGRNCYNACRLPGTPQPTCATLCDCIHVTTPTCPSSHPR(HeHethionin-B3).' 

KSCCRNTLARNCYNACRFTGTSQPYCARLCDCIHVTTPTCPSSHPR(Hellethionin-B4). 

KSCCRNTLARNCYNACRFTGGSQPTCATLCDCIHVTTPTCPSSHPR(Hellethionln-B5).' 

KSCCRNTLARNCYNVCRFGGGSQAYCARFCDCIHVTTSTCPSSHPS (Hellethionin- 
B6). 

KSCCRNTLGRNCYNACRLTGTSQATCATLCDCIHVTATTCRPPYPS (Hellethlonln-C), 

KSCCRNTLARNCYNACRFTGGSQPTCGILCDCIHVTTTTCPSSHPS (Hellethionln-D).' 

KSCCRNTLGRNCYAACRLTGLFSQEQCARLCDCITVTTPTPCPRTHPS(Hellethionln- 
E1). 

KSCCRNTLGRNCYAACRLTGTFSQEQCARLCDCITVTTPTPCPRTHPS(Hellethionln- 
E2). 
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4. Nukleinsauresequenz. die eine cysteinhaltige Peptidverbfndung nach einem der 
vorliergehenden AnsprQche codiert. 

5 5. RNA-Sequenzund Anti-Sense RNA nach Anspruch 4. 

6. DNA-Sequenz und Anti-Sense DNA nach Anspruch 4. 

7. Ester-Derivate. Amid-Derivate. Halogen-Derivate. IVIethyl-Derivate. Salz-Derivate 
10 cyclische Derlvate und Derivate mit einem modifizierten RQckgrat der Peptide nach 

einem der AnsprQche 1 bis 3. 

8 DNA-Vektor Oder DIMA-Konstrukt. der eine DNA-Sequenz nach Anspruch 16 enthait. 

15 9. IVIonoklonale Antikorper gerichtet gegen ein Epitop der cysteinhaltigen Peptide nach 
einem der AnsprQche 1 bis 3. 

10. Verwendung von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprQche 1 bis 3 
Gemische dieser cysteinhaitigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide zur 

!0 Behandlung von Krankheiten. 

11. Venvendung von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprQche 1 bis 3 
Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide zur 
Behandlung von durch Pathogene verureachten Krankheiten. 
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12.Verwendung von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprQche 1 bis 3 
Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide 
Behandlung von durch Bakterien. Fungi Oder Viren verursachten Krankheiten. 



zur 



IS.Verwendung von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprQche 1 bis 3 
Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide 
Behandlung von Krankheiten bel Mensch und Tier, insbesondere bei Pferden. 



zur 



14. Venvendung von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprQche 1 bis 3. 
Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide zur 
Behandlung von Krankheiten. die durch fehlerhafte Bioregulatlon des Immunsystems 
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verureacht sind oder von einer fehlerhaften Bioregulatlon des Immunsystems begreltet 
werden. 



15. Verwendung von cysteinhaltigen Peptlden nach einem der AnsprQche 1 bis 3. 
5 Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide und funlctionelle Derivate dieser Peptide zur 

Behandlung von Autoimmunkrankheiten. 

16. Verwendung von cysteinhaltigen PepUden nach eInem der AnsprQche 1 bis 3, 
Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionelie Derivate dieser Peptide zur 

10 Behandlung von Krebserkrankungen. 

17. Vemendung von cysteinhaltigen Peptlden nach eInem der AnsprQche 1 bis 3. 
Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionelie Derivate dieser Peptide zur 
Behandlung von AIDS. 
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18. Pharmazeutische Zubereltung. umfassend ein oder mehrere cysteinhaltlge Peptide 
nach den AnsprQchen 1 bis 3 und/oder funktionelie Derivate dieser Peptide. 

19. Pharmazeutische Zubereltung nach Anspruch 18, umfassend ein oder mehrere 
cysteinhaltlge Peptide nach den AnsprQchen 1 bis 3 und/oder funktionelie Derivate 
dieser Peptide und wenlgstens ein Kohlensuboxid-Derivat. 



20. Cysteinhaltlge Peptide nach eInem der AnsprQche 1 bis 3. Gemische dieser 
cysteinhaltigen Peptide, funktionelie Derivate dieser Peptide und/oder phamiazeutisch 

25 akzeptable Saize dieser cysteinhaltigen Peptide zur Herstellung eIner 
pharmazeutischen Formullerung fOr die Behandlung von Krankhelten. 

21. Cysteinhaltlge Peptide nach einem der AnsprQche 1 bis 3. Gemische dieser 
cysteinhaltigen Peptide, funktionelie Derivate dieser Peptide und/oder pharmazeutisch 
akzeptable SaIze dieser cysteinhaltigen Peptide zur Heretellung einer 
pharmazeutischen Formullerung fQr die Behandlung von durch Pathogenen 
verursachten Krankhelten. 



Cysteinhaltlge Peptide nach einem der AnsprQche 1 bis 3. Gemische dieser 
cysteinhaltigen Peptide, funktionelie Derivate dieser Peptide und/oder phamiazeutisch 
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akzeptable SaIze 



20 



30 



dieser cysteinhaltigen Peptide zur Herstellung 



einer 



pharmazeutlschen Formullerung for die Prophylaxe und/oder Behandlung von Krebs 

23.CysteinhaItige Peptide nach einem der AnsprQche 1 bis 3. GemJsche dieser 
cystemhaltrgen Peptide, funktlonelle Derivate dieser Peptide und/oder pharmazeutisch 
akzeptable SaIze dieser cysteinhaltigen Peptide zur Herstellung einer 
pharmazeutlschen Formullerung fQr die Prophylaxe und/oder Behandlung von Krebs 
wobei es sich bei dem Krebs um einen Krebs ausgew^hit aus der Gruppe umfassend 
Aderhautmelancm. Akute Leukamie. Akustikusneurinom. Ampullenkarzlnom. 
Analkarzinom. Astrozytom. Basaliom. BauchspelcheldrOsenkrebs. Blasenkrebs 
Bronchialkarzinom. Bmstkrebs. Burkitt-Lymphom. Corpuskarzlnom. CUP-Syndrom' 
Dickdarmkrebs. DQnndarmkrebs. DOnndarmtumore. Eier^tockkrebs.' 
Endometriumkarzinom. Ependymom. Eplthel-Krebsarten. Ewlng-Tumoren 
Gastrointestinale Tumoren. Gallenblasenkrebs. Gebarmutterkrebs.' 

Gebarmutterhalskrebs. Giioblastom. GynSkoIogische Tumoren. Hals-. Nasen- und 
Ohrentumoren. Hamatologische Neoplasien. Haarzell-LeukSmle. Hamrtihrenkrebs 
Hautkrebs. Hirntumoren (Gliome). HImmetastasen. Hodenkrebs.' 
Lymphdrosenkrebs (Hodgkln/Non-Hodgkin). Hypophysentumor. Karzinolde. Kaposl- 
Sarkom. Kehlkopfkrebs. Keimzellentumor. Knochenkrebs. kolorektales Karzinom 
Kopf-Hals-Tumore. Kolonkarzinom. Kraniopharyngeome. Krebs Im Mundberelch und 
aufderLippe. Leberkrebs. Lebermetastasen. LeukSmle. LIdtumor. Lungenkrebs 
Lymphome. Magenkrebs. Malignes Melanom. Mammakarzlnom. Mastdamkrebs' 
Medulloblastome. Melanom. Meningeome. Morbus Hodgkln. Mycosis fungoides' 
Nasenkrebs. Neurinom. Nierenkrebs. Non-Hodgkin-Lymphome. Ollgodendrogliom.' 
25 Osophaguskarzlnom. Osteosarkom. Ovarial-Karzlnom. Pankreaskarzinom. 
Peniskrebs. Plasmozytom. Prostatakrebs. Rachenkrebs. Rektumkarzlnom. 
Ret.noblastom. Scheidenkrebs. SchilddrQsenkarzlnom, Schneeberger Krankhelt 
SpeiserShrenkrebs. Spinaliom. T-Zell-Lymphom (Mycosis fungoides). Thymom' 
Tubenkarzinom. Tumoren des Auges. Urethrakrebs. Urologlsche Tumoren." 
Urothelkarzinom. Vulvakrebs. Warzenbeteillgung. Welchteiltumoren. Wilms Tumor 
Zervixkarzinom und Zungenkrebs handelt. 



24.Cysteinhaltige Peptide nach Anspruch 23. wobel es slch bei dem Krebs um einen 
Krebs ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Blasenkrebs. Brustkr^bs. Krebs des 
35 zentraien Nervensystems. Dickdarmkrebs. Magenkrebs. Lungenkrebs. Hautkrebs 
Kopf. und Nackenkrebs. Eier^tockkrebs. GebSrmutterhalskrebs. Glloblastomkrebs' 
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Prostatakrebs. Hodenkrebs. LeukSmle. Leberkrebs. NIerenkrebs und Epithel- 
Krebsarten handelt. 
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25. Arzneimittel, enthaltend ein Oder meh«« cysteinhaltige Peptide nach den 
AnsprOchen 1 bis 3 und/oder funktionelle Derivate dieser PepUde. 

26. Arznelmi«el nach Anspn^ch 25. enthallend ein oder mehrere cysteinhaltige Peptide 
nach den AnsprOchen 1 bis 3 und/oder funktionelle Derivate dieser Peptide und 
wenigstens ein Kohlensuboxid-Derivat. 

27. Arzneimittel naci, Anspruch 25 oder 26. enthaltend ein oder mehrere cysteinhaltige 
Pept.de nach den AnsprOchen 1 bis 3 und/oder funktionelle Derivate dieser Peptide 
und wenigstens eine zytostatisch und/oder zytotoxisch wiricende VerDlndung. 

28. Verfahren zur Gewinnung der cystelnhaltigen Peptide nach den AnsprOchen 1 bis 3 
durch Extraktion aus der Pflanze Helleborus species. 

29. Verfahren nach Anspruch 28. wobel als erster Schritt des Verfahrens eine Entfettung 
des Pflanzenmaterials unter VenA^endung nicht-polarer L6sungsmittel erfolgt 
insbesondere unter Ven^^endung von tert.-Butylmethylether. 

30. Verfahren zur Gewinnung der cysteinhaltlgen Peptide nach den AnsprOchen 1 bis 3 
durch gentechnologische Methoden. 

31. Verfahren nach Anspruch 30. wobei die Thlonln-Gene eines Thlonln.p«,duzlerenden 
Getre.des durch die Thlonln-Gene der Pflanze Helleborus species ersetzl werden. 

32. Verfahren zur synthetlschen Gewinnung der cysteinhaltlgen Peptide nach den 
AnsprOchen 1 bis 3 und funktlonelier Derivate dieser Peptide durch Peptid-Synthese. 
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